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Intended Use

The Silver Stain modified GMS kit is intended for use in the histologic demonstration of fungi,
basement membrane and some opportunistic organisms. The Silver Stain kit is for “In Vitro
Diagnostic Use.” For professional use only. The data obtained from this manual, qualitative
procedure identifies fungi, basement membrane and some opportunistic organisms in tissue
samples of human specimens. This data when reviewed in conjunction with other diagnostic tests
and information may be used as an aid to diagnosis of fungal infections.

Silver methenamine-borate procedures are well documented.*? Generally, these require elaborate
solution preparation prior to test performance. Solution stability is limited and results vary
remarkably due to the capricious nature of metal impregnation and photographic development.

The Silver Stain Kit incorporates a stable working silver methenamine salt along with buffer,
toning reagent, and developer. This provides the laboratory a unique package for visualizing fungi,
basement membrane and opportunistic organisms such as Pneumocystis carinii.>* Included is an
application for rapid staining using a microwave oven.>*

In brief, microbial cell wall and basement membrane polysaccharides are oxidized to aldehydes
by treatment with periodic acid. The aldehyde group, at alkaline pH, reduces silver ion to metallic
silver. Rinsing with gold salts forms a more stable gold complex and excess silver is removed by a
thiosulfate wash.

Reagents

Periodic Acid Solution (Cat. No. HT1001-100ML)
Periodic acid, 1 g/dL, in deionized water

Borax Solution (Cat. No. HT1002-100ML)
Borax, 5 g/dL, in deionized water. Danger. Causes severe skin burns and eye damage. Wear
protective gloves/protective clothing/eye protection/face protection.

Silver Methenamine Reagent (Cat. No. HT1003-1VL; HT1003-6VL)

Silver methenamine, 110 mg/vial. Danger. Harmful if swallowed. Causes severe skin burns and eye
damage. May cause an allergic or asthma symptoms or breathing difficulties if inhaled. Suspected
of causing cancer.

Gold Chloride Solution (Cat. No. HT1004-100ML)
Gold chloride, 200 mg/dL, in deionized water.

Sodium Thiosulfate Solution (Cat. No. HT1005-100ML)
Sodium thiosulfate, 2 g/dL, in deionized water.

Special Materials Required but Not Provided

e Plastic forceps or paraffin coated metal forceps.

e Positive control slides, such as Fungi TISSUE-TROL™ (Cat. No. TTR004) should be included in
each run.

Counterstains (optional)

(choice depends on specimen and individual preferences)

e Tartrazine solution, Cat. No. HT302 [HT3024-120ML; HT3028-250ML]

e Harris Hematoxylin Solution, Cat. No. HHS [HHS16-500ML; HHS32-1L; HHS80-2.5L; HHS128-
4L]

e Eosin Y Solution, Alcoholic, Cat. No. HT1101 [HT110116-500ML; HT110132-1L; HT110180-2.5L;
HT1101128-4L]

e Eosin Y Solution, Aqueous, Cat. No. HT1102 [HT110216-500ML; HT110232-1L; HT110280-2.5L;
HT1102128-4L]

e Eosin Y Solution, Alcoholic, With Phloxine, Cat. No. HT1103 [HT110316-500ML; HT110332-1L;
HT110380-2.5L; HT1103128-4L]

e Fast Green FCF

¢ Light Green SF Yellowish

For Standard Procedure Only:

e Water bath, 62°C

For Microwave Procedure Only:

e Plastic Coplin jars with lids

¢ Microwave Oven

Storage and Stability

Store Periodic Acid Solution, Working Silver Methenamine Reagent, Gold Chloride Solution, and

Sodium Thiosulfate Solution refrigerated (2-8°C).

Store Borax Solution at room temperature (18-26°C). NOTE: Borax may form precipitate during
refrigeration. Bring to room temperature and redissolve prior to use.

Reagent labels bear expiration date.

Preparation

Prepare Working Silver Methenamine Solution by combining 8 mL Borax Solution, 100 mL deionized
water and contents of one Silver Methenamine Reagent vial. Mix until dissolved. Use once, then
discard.

NOTE: Do not allow Working Silver Methenamine Solution to come into contact with metals.

NOTE: To increase tests per vial to two, Silver Methenamine may be dissolved in 100 mL of
deionized water and stored tightly capped. This solution is stable when refrigerated (2-8°C) for 1
month. When ready to use, take 50 mL of one Silver Methenamine Solution and add 4 mL of Borax
Solution. Return unused portion of Silver Methenamine Solution to refrigerator.

Prewarm all reagents to room temperature before use.

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.

Fungi TISSUE-TROL™ control slides are paraffin embedded animal tissue containing fungi 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.

Fungus and Opportunistic Organisms such as P. carinii

Fix in 10% neutral buffered formalin or Bouin’s Solution, embed in paraffin and cut 5 micron
sections.!

Basement Membrane

Fix in 10% neutral buffered formalin, Bouin’s or Zenker’s Solution and cut paraffin sections 1-4
microns.*

Notes

Staining dishes should be washed in Dishbrite liquid laboratory glassware cleaning concentrate,
Cat. No. S4107, then bleach solution, rinsed well in tap water and then in at least 6 changes of
deionized water.

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

Standard Procedure

1. Prepare Working Silver Methenamine Solution as described in “Preparation” section and place

in 62°C water bath.

2. Deparaffinize tissue sections and rehydrate to deionized water.

3. Place rehydrated sections in Periodic Acid Solution for 5 minutes for fungi and opportunistic

organisms or 11 minutes for basement membrane.

4. Remove slides and rinse in 6 changes of deionized water.

5. For Demonstration of Fungi and Opportunistic Organisms, place slides in prewarmed
Working Silver Methenamine Solution. Examine microscopically after 20 minutes. Fungi and
opportunistic organisms should be dark brown against a pale yellow background.

For Demonstration of Basement Membrane, place slides in prewarmed Working Silver
Methenamine Solution. Examine microscopically after 30 minutes. Basement membrane
should be black against a dark yellow-brown background.

NOTE: While incubating sections at 62°C, place a Coplin jar containing deionized water in
62°C water bath. Use this water for rinsing prior to evaluation in Step 5. Examine sections
microscopically for adequate staining at stated intervals. Return slides to warm Working Silver
Methenamine Solution until desired intensity is achieved.

Remove slides from Working Silver Methenamine Solution after adequate structural staining is
achieved and rinse 6 times in room temperature deionized water.

7. Tone sections in Gold Chloride Solution for 30 seconds.

8. Rinse in room temperature deionized water 6 times.

9. Place sections in Sodium Thiosulfate Solution for 2 minutes.

10. Wash well in running tap water.

11. Counterstain according to personal preference with Tartrazine solution, Fast Green FCF, Light
Green SF Yellowish, Harris Hematoxylin Solution or Eosin Y Solution.

12. Dehydrate in alcohol, clear in xylene, mount and examine microscopically.

o

Microwave Procedure

1. Deparaffinize slides and hydrate to deionized water.

2. Place slides in 40 mL of Periodic Acid Solution contained in a plastic Coplin jar. Loosely cover
Coplin jar with lid before placing in microwave oven, or use Coplin jars with holes drilled
into the lids. Microwave on 800 watts for 10 seconds. ***Periodic Acid Solution may be
reused if used at room temperature for 5 minutes instead of microwaving. ***For basement
membranes Periodic Acid Solution Incubation time is 11 minutes at room temperature.

3. Remove slides from Periodic Acid Solution and rinse in 6 changes of deionized water.

Place slides in 40 mL of Working Silver Methenamine Solution contained in a plastic Coplin jar.

5. For Fungal Organisms microwave on 600 watts for 35 seconds. Gently mix solution with
a beral pipette or applicator stick. Let incubate for 2=3 minutes. After no longer than 2 to
3 minutes, place slides in warm deionized water and check development microscopically. If
organisms are not sufficiently developed, return slides to Working Silver Methenamine Solution
and let sit for 30 seconds to 1 minute or until desired tone is achieved.
NOTE: Suggested developing times for the following fungal organisms are as follows:

>

Blastomyces 2 minutes
Pneumocystis 2-3 minutes
Aspergillus 2-3 minutes

For Basement Membrane microwave on 600 watts for 35 seconds. Gently agitate
solution. Let slides incubate for 5 minutes. Microwave a second time at 600 watts for 10
seconds. Let slides develop for 2 minutes. Check slides microscopically. If slides are not
sufficiently developed, repeat last step until desired tone is achieved.

6. Rinse slides in 6 changes of deionized water.

7. Tone slides in Gold Chloride Solution for 30 seconds at room temperature.

8. Rinse slides in 6 changes of deionized water.

9. Place slides in Sodium Thiosulfate Solution for 2 minutes at room temperature.

10. Wash well in running tap water.

11. Counterstain according to personal preference with Fast Green FCF, Light Green SF Yellowish,
Tartrazine Solution, or Hematoxylin Solution, or Eosin Y Solution.

12. Dehydrate in alcohol, clear in xylene, mount and examine microscopically.
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Performance Characteristics

Target Structure Staining Result

Fungi Purplish-brown to black
P. carinii Purplish-brown to black
Basement Membrane Black
Background Dependent upon counterstain

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.

Cat. No Product Target Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
Description Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity
Periodic Acid Fungal
HT1001 Solution organisms 30f3 30f3 30f3 30f3
Borax Fungal
HT1002 Solution organisms 30of3 30of 3 30of 3 30of 3
Silver Fungal
HT1003  \yothenamine organisms 30f3 30f3 30f3 30f3
Gold Chloride Fungal
HT1004 Solution organisms 30of3 30of 3 30of 3 30of 3
Sodium
HT1005  Thiosulfate Fungal 30f3 30f3 30f3 30f3
Solution organisms

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

HT100A:

A A

H271: May cause fire or explosion; strong oxidizer.

H302: Harmful if swallowed.

H314: Causes severe skin burns and eye damage.

H317: May cause an allergic skin reaction.

H334 May cause allergy or asthma symptoms or breathing difficulties if inhaled.
H351: Suspected of causing cancer.

360FD: May damage fertility. May damage the unborn child.

H373: May cause damage to organs (Thyroid) through prolonged or repeated exposure if
swallowed.

H412: Harmful to aquatic life with long lasting effects.

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

P273: Avoid release to the environment.
P280: Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.

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

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

u Manufacturer 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)

B

Use-by Date

In vitro diagnostic medical device

/l’ Temperature Limit A Caution
& Date of Manufacture %
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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
intended use and precautions. Moved aid to diagnosis statement to intended use.
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section.
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Anweisungen fir den Gebrauch

Silberfarbung (modifiziertes GMS)

Verfahren Nr. HT100

MRRCK

q3

Verwendungszweck

Das modifizierte GMS-Silberfarbungs-Kit ist fir den histologischen Nachweis von Pilzen,
Basalmembranen und einigen opportunistischen Organismen bestimmt. Das Silberfarbungs-Kit

ist fur die ,In-vitro-Diagnostik" bestimmt. Nur fir den professionellen Gebrauch. Die mit diesem
manuellen, qualitativen Verfahren gewonnenen Daten dienen der Identifizierung von Pilzen,
Basalmembranen und einigen opportunistischen Organismen in Gewebeproben von menschlichen
Proben. Diese Daten kénnen in Verbindung mit anderen diagnostischen Tests und Informationen als
Hilfsmittel fiir die Diagnose von Pilzinfektionen verwendet werden.

Silbermethenamin-Borat-Verfahren sind gut dokumentiert.*? Im Allgemeinen erfordern diese
Verfahren eine aufwendige Lésungsvorbereitung vor der Testdurchfiihrung. Die Stabilitét der
Lésung ist begrenzt und die Ergebnisse schwanken aufgrund des unbestandigen Verhaltens der
Metallimpragnierung und der fotografischen Entwicklung erheblich.

Das Silberférbe-Kit enthélt ein stabil arbeitendes Silbermethenaminsalz zusammen mit Puffer,
Tonungsreagenz und Entwickler. Dies bietet dem Labor ein einzigartiges Paket zur Visualisierung
von Pilzen, Basalmembranen und opportunistischen Organismen wie Pneumocystis carinii.>*>
Enthalten ist eine Anwendung zur schnellen Farbung mit Hilfe eines Mikrowellenofens.?¢

Kurz gesagt, werden mikrobielle Zellwand- und Basalmembranpolysaccharide durch Behandlung
mit Periodsdure zu Aldehyden oxidiert. Die Aldehydgruppe reduziert bei alkalischem pH-Wert das
Silberion zu metallischem Silber. Beim Spuilen mit Goldsalzen bildet sich ein stabilerer Goldkomplex,
und Uberschussiges Silber wird durch eine Thiosulfatwédsche entfernt.

Reagenzien

Periodsdurelésung (Kat. Nr. HT1001-100ML)
Periodsaure, 1 g/dl, in deionisiertem Wasser.

Borax-Losung (Kat. Nr. HT1002-100ML)
Borax, 5 g/dl, in entionisiertem Wasser. Gefahr. Verursacht schwere Veratzungen der Haut und
Augenschéaden. Tragen Sie Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz.

Silber-Methenamin-Reagenz (Kat. Nr. HT1003-1VL; HT1003-6VL)

Silbermethenamin, 110 mg/Flasche. Gefahr. Gesundheitsschadlich beim Verschlucken. Verursacht
schwere Verdtzungen der Haut und Augenschaden. Kann bei Einatmung allergische oder
asthmatische Symptome oder Atembeschwerden hervorrufen. Steht im Verdacht, Krebs zu
verursachen.

Goldchloridlésung (Kat. Nr. HT1004-100ML)
Goldchlorid, 200 mg/dI, in deionisiertem Wasser.

Natriumthiosulfat-Losung (Kat. Nr. HT1005-100ML)
Natriumthiosulfat, 2 g/dl, in deionisiertem Wasser.

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

werden

* Kunststoffzangen oder paraffinbeschichtete Metallzangen.

e Positive Kontroll-Objekttréger, wie z. B. Fungi TISSUE-TROL™ (Kat. Nr. TTR004), sollten in
jedem Durchlauf enthalten sein.

Gegenfarbungen (optional)

(die Wahl hangt vom Exemplar und den individuellen Préferenzen ab)

e Tartrazin-Lésung, Kat. Nr. HT302 [HT3024-120ML; HT3028-250ML]

¢ Harris Hamatoxylin-Lésung, Kat. Nr. HHS [HHS16-500ML; HHS32-1L; HHS80-2.5L; HHS128-4L]

e Eosin-Y-Lésung, alkoholisch, Kat. Nr. HT1101 [HT110116-500ML; HT110132-1L;
HT110180-2.5L; HT1101128-4L]

e Eosin-Y-Losung, wasserhaltig, Kat. Nr. HT1102 [HT110216-500ML; HT110232-1L;
HT110280-2.5L; HT1102128-4L]

e Eosin-Y-Lsung, alkoholisch, mit Phloxin, Kat. Nr. HT1103 [HT110316-500ML; HT110332-1L;
HT110380-2.5L; HT1103128-4L]

e Fast Green FCF

e Hellgriin SF Gelblich

Nur fiir Standardverfahren:

e Wasserbad, 62 °C

Nur fiir Mikrowellenverfahren:

e Coplin-Kunststoffglaser mit Deckeln

¢ Mikrowellenofen

Lagerung und Stabilitat

Lagern Sie Periodsaurelésung, Arbeits-Silbermethenaminreagenz, Goldchloridlésung und

Natriumthiosulfatléosung gekihlt (2-8 °C).

Lagern Sie die Boraxldsung bei Raumtemperatur (18-26 °C). HINWEIS: Borax kann beim Kihlen
einen Niederschlag bilden. Auf Raumtemperatur bringen und vor der Verwendung wieder auflésen.

Die Etiketten der Reagenzien tragen das Verfallsdatum.

Vorbereitung

Bereiten Sie eine Silbermethenamin-Arbeitsldsung vor, indem Sie 8 ml Boraxlésung, 100 ml
entionisiertes Wasser und den Inhalt einer Silbermethenamin-Reagenzphiole kombinieren. Mischen,
bis es aufgeldst ist. Einmal verwenden, dann entsorgen.

HINWEIS: Silbermethenamin-Arbeitslosung darf nicht mit Metallen in Beriihrung kommen.
HINWEIS: Um die Anzahl der Tests pro Phiole auf zwei zu erhéhen, kann Silbermethenamin in

100 ml deionisiertem Wasser geldst und dicht verschlossen gelagert werden. Diese Losung ist
gekihlt (2-8 °C) 1 Monat lang haltbar. Wenn Sie bereit sind, die Lésung zu verwenden, nehmen Sie
50 ml einer Silbermethenaminlésung und fiigen Sie 4 ml Boraxlésung hinzu. Legen Sie den nicht
verwendeten Teil der Silber-Methenamin-Lésung in den Kiihlschrank zuriick.

Erhitzen Sie die Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur.

VorsichtsmaBnahmen

Die in diesem Kit enthaltenen IVDs sind fir 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 Laborgeréte bedienen kann und tber eine Farbwahrnehmung und
Sehscharfe verfuigt, um Farben und andere Objekte unter dem Mikroskop zu unterscheiden.

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

Fungi TISSUE-TROL™-Kontroll-Objekttrager sind in Paraffin eingebettetes tierisches Gewebe, das
Pilze enthalt und als potenziell infektids betrachtet werden sollte.

Verfahren

Probenentnahme

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

Pilze und opportunistische Organismen wie P. carinii

In 10 % neutral gepuffertem Formalin oder Bouin-L6sung fixieren, in Paraffin einbetten und
5 Mikrometer groBe Schnitte anfertigen.!

Basalmembran

In 10 % neutral gepuffertem Formalin, Bouin-Ldsung oder Zenker-Ldsung fixieren und
1-4 Mikrometer groBe Paraffinschnitte anfertigen.*

Anmerkungen

Das Farbegeschirr sollte mit dem flissigen Laborglasreinigungskonzentrat Dishbrite, Kat. Nr. S4107,
dann mit Bleichlésung, gut mit Leitungswasser und anschlieBend mit mindestens sechsmaligem
Wechsel von entionisiertem Wasser gespllt werden.

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

Standardverfahren

1. Bereiten Sie die Silbermethenamin-Arbeitslésung wie im Abschnitt ,Vorbereitung" beschrieben
vor und stellen Sie sie in ein 62 °C warmes Wasserbad.

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

3. Legen Sie rehydrierte Schnitte fiir 5 Minuten in Periodsdureldsung fiir Pilze und
opportunistische Organismen oder 11 Minuten fir eine Basalmembran.

4. Nehmen Sie die Objekttrédger heraus und spulen Sie sie in 6-maligem Wechsel mit
deionisiertem Wasser.

5. Fiir Nachweis von Pilzen und opportunistischen Organismen, Objekttréger in
vorgewarmte Silbermethenaminlésung einlegen. Nach 20 Minuten mikroskopisch untersuchen.
Pilze und opportunistische Organismen sollten dunkelbraun vor einem hellgelben Hintergrund
sein.

Fiir den Nachweis von Basalmembranen, Objekttréger in vorgewarmte
Silbermethenaminlésung einlegen. Nach 30 Minuten mikroskopisch untersuchen.

Die Basalmembran sollte schwarz auf einem dunkelgelb-braunen Hintergrund sein.
HINWEIS: Wahrend der Inkubation der Schnitte bei 62 °C stellen Sie einen Coplin-Farbetrog
mit entionisiertem Wasser in das 62 °C warme Wasserbad. Verwenden Sie dieses Wasser zum
Spulen vor der Auswertung in Schritt 5. Untersuchen Sie die Schnitte in den angegebenen
Abstanden mikroskopisch auf ausreichende Farbung. Legen Sie die Objekttrager wieder in die
warme Arbeits-Silbermethenaminlésung, bis die gewlinschte Intensitét erreicht ist.

6. Die Objekttrager nach Erreichen einer ausreichenden Strukturféarbung aus der Silber-
Methenamin-Lésung nehmen und 6 Mal mit entionisiertem Wasser bei Raumtemperatur
spilen.

7. Farben Sie die Abschnitte in Goldchloridlésung fir 30 Sekunden.

8. 6 Mal in entionisiertem Wasser bei Raumtemperatur spilen.

9. Legen Sie die Schnitte fir 2 Minuten in Natriumthiosulfatlésung.

10. Unter flieBendem Leitungswasser gut abspiilen.

11. Gegenfarbung je nach personlicher Praferenz mit Tartrazinlésung, Fast Green FCF, Hellgriin SF
Gelblich, Harris Hdmatoxylin-Lésung oder Eosin-Y-Lésung.

12. In Alkohol dehydrieren, in Xylol kldren, einbetten und mikroskopisch untersuchen.

Mikrowellenverfahren

1. Objekttrager entparaffinieren und in deionisiertem Wasser hydratisieren.

2. Legen Sie die Objekttrager in 40 ml Periods&urelésung, die sich in einem Coplin-Farbetrog
aus Kunststoff befindet. Coplin-Farbtrége vor dem Einsetzen in den Mikrowellenofen locker
mit einem Deckel bedecken oder Coplin-Farbtroge mit gebohrten Deckeln verwenden.

In der Mikrowelle bei 800 Watt fiir 10 Sekunden erhitzen. ***Periodsdurelésung kann
wiederverwendet werden, wenn sie bei Raumtemperatur fir 5 Minuten anstatt in der
Mikrowelle verwendet wird. ***Flr Basalmembranen betragt die Inkubationszeit der
Periodsaurelésung 11 Minuten bei Raumtemperatur.

3. Nehmen Sie die Objekttrager aus der periodischen S&urelésung und spllen Sie sie in
6-maligem Wechsel mit deionisiertem Wasser.

4. Legen Sie die Objekttrager in 40 ml Silber-Methenaminlésung, die sich in einem
Coplin-Farbetrog aus Kunststoff befindet.

5. Fiir Pilzorganismen: In der Mikrowelle bei 600 Watt fur 35 Sekunden erhitzen.
Mischen Sie die Lésung vorsichtig mit einer Beralpipette oder einem Applikatorstab.

2-3 Minuten inkubieren lassen. Nach hochstens 2 bis 3 Minuten die Objekttrager in
warmes entionisiertes Wasser legen und die Entwicklung mikroskopisch tberpriifen. Wenn
die Organismen nicht ausreichend entwickelt sind, legen Sie die Objekttréager wieder in die
Silbermethenamin-Arbeitslésung und lassen Sie sie 30 Sekunden bis 1 Minute oder bis der
gewlinschte Farbton erreicht ist, in der Lésung liegen.
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HINWEIS: Die empfohlenen Entwicklungszeiten fiir die folgenden Pilzorganismen sind wie folgt

Blastomyces 2 Minuten
Pneumocystis 2-3 Minuten
Aspergillus 2-3 Minuten

Fiir die Basalmembran in der Mikrowelle bei 600 Watt fiir 35 Sekunden erhitzen. Die Ldsung
sanft umrihren. Objekttrager 5 Minuten inkubieren lassen. Ein zweites Mal In der Mikrowelle

bei 600 Watt fiir 10 Sekunden erhitzen. Lassen Sie die Objekttrager fiir 2 Minuten entwickeln.

Objekttréager mikroskopisch priifen. Wenn die Objekttrager nicht ausreichend entwickelt sind,
wiederholen Sie den letzten Schritt, bis der gewiinschte Farbton erreicht ist.

6. Objekttrager in 6-maligem Wechsel mit deionisiertem Wasser abspllen.

7. Toénen Sie die Abschnitte bei Raumtemperatur in Goldchloridlésung fir 30 Sekunden.

8. Objekttrager in 6-maligem Wechsel mit deionisiertem Wasser abspulen.

9. Legen Sie die Objekttrager fir 2 Minuten bei Raumtemperatur in Natriumthiosulfatlésung.

10. Unter flieBendem Leitungswasser gut abspilen.

11. Gegenfarbung je nach personlicher Praferenz mit Fast Green FCF, Hellgriin SF Gelblich,
Tartrazinlésung oder Hematoxylin-Lésung oder Eosin-Y-Lésung.

12. In Alkohol dehydrieren, in Xylol kldren, einbetten und mikroskopisch untersuchen.

Leistungsmerkmale

Zielstruktur Ergebnis der Farbung
Pilze Purpurbraun bis schwarz
P. carinii Purpurbraun bis schwarz
Basalmembran Schwarz
Hintergrund Abhéngig von der
Gegenfarbung

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

Analytische Leistungsmerkmale

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

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

u Hersteller

Katalognummer

[:m Gebrauchsanweisung beachten Chargencode
Bevollmachtigter Vertreter in Konformitatserklarung der
der Europdischen Gemeinschaft/ C € Europdischen Union (definiert
Europdischen Union in IVDR 2017/746)
g Verfallsdatum M.edlzmlsche? In-vitro-
Diagnosegerat
,Y Temperatur-Grenzwert A Vorsicht
&] Datum der Herstellung % Importeur
Referenzen

1. Sheehan DC, Hrapchak BB: Theory and Practice of Histotechnology, 2nd ed., CV Mosby Co. St.
Louis (MO), 1980

2. Koski JP: Silver methenamine-borate (SMB): Cost reduction with technical improvement in silver
nitrate-gold chloride impregnations. J Histotechnol 4:115, 1981

3. Churukian CJ, Schenk EA, Clark G: Dilute ammoniacal silver as a substitute for methenamine silver

to demonstrate Pneumocystis carinii and fungi. Lab Med 17:87, 1986

Leong AS-Y, Milios J: Rapid immunoperoxidase staining of lymphocyte antigens using microwave

irradiation. J Pathol 148:183, 1986

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

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

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

Kok and Boon, Microwave Cookbook for Microscopits, Coulomb Press Leydon Leidon 1992

Kontaktinformationen

Um eine Bestellung aufzugeben, besuchen Sie bitte unsere Website unter SigmaAldrich.com.
Fiir den technischen Service besuchen Sie bitte unsere Website unter SigmaAldrich.com/techservice.

>
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Revisionshistorie

Rev. 4.0 2016

Kat. Nr. Beschreibung Ziel Intra- Intra- Inter- Inter-
des Produkts Assay- Assay-Emp- Assay- Assay-Emp-
Spezifitdat findlichkeit Spezifitdt findlichkeit
Periodsdure- Pilzartige
HT1001 I6sung Organismen 3von3 3von3 3von3 3von3
HT1002  Borax-L6sung Ofg;ﬁlizir\!:n 3von3 3von3 3von3 3von3
Silbermethen- Pilzartige
HT1003 amin Organismen 3von3 3von3 3von3 3von3
Goldchlorid- Pilzartige
HT1004 Losung Organismen 3von3 3von3 3von3 3von3
HT1005 Natriumthiosul- Pilzartige 5o, 3 3von3 3von3 3von3

fat-Losung Organismen

Warnungen und Gefahren

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

HT100A:

YOO

H271: Kann Brand oder Explosion verursachen; starkes Oxidationsmittel.
H302: Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

H314: Verursacht schwere Veratzungen der Haut und Augenschaden.
H317: Kann eine allergische Reaktion der Haut verursachen.

H334 Kann bei Einatmung allergische oder asthmatische Symptome oder Atembeschwerden
hervorrufen.

H351: Steht im Verdacht, Krebs zu verursachen.
360FD: Kann die Fruchtbarkeit beeintréchtigen. Kann das ungeborene Kind schadigen.

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

H412: Schadlich fiir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.

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

P273: Freisetzung in die Umwelt ist zu vermeiden.
P280: Tragen Sie Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz.

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

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 abspllen.

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 bevollmachtigten Vertreter sowie Ihrer nationalen
Behorde.

Rev. 5.0 2022

Rev. 6.0 2022

Die neue Vorlage mit aktuellem Branding wurde angewandt. In Verwendungszweck
und VorsichtsmaBnahmen wurde die Nennung der gewerblichen Verwendung hinzugefiigt.
Die Aussage Uber die Hilfe bei der Diagnose wurde in den Verwendungszweck
verschoben. Uberarbeitung des Verwendungszwecks zur Angleichung an die
IVDR-Richtlinien. Materialsicherheitsdatenblatt wurde in Sicherheitsdatenblatt
geandert. Kontaktinformationen wurden aktualisiert. Die Anweisung, CLSI fur die
Probenentnahme zu befolgen, wurde entfernt. EN 980 wurde gestrichen und in

EN ISO 15223-1:2021 fir Symbole geédndert. Kontaktinformationen fiir unerwiinschte
Ereignisse wurden hinzugeflgt. Abschnitt zu zusé&tzlichen Warnungen und Gefahren.

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, Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

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 operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Mode d’emploi

Coloration argentique (coloration
de Gomori-Grocott modifiée)

Procédure n° HT100

Ce MRRCK

Utilisation prévue

Le kit de coloration argentique de Gomori-Grocott modifiée est destiné a étre utilisé pour la mise
en évidence histologique des champignons, des membranes basales ainsi que de certains micro-
organismes opportunistes. Le kit de coloration argentique est destiné a un « usage en diagnostic
in vitro ». A usage professionnel uniquement. Les données obtenues avec cette procédure
qualitative manuelle permettent d‘identifier les champignons, les membranes basales ainsi que
certains micro-organismes opportunistes dans les échantillons de tissus humains. Lorsqu’elles sont
examinées en association avec d’autres tests diagnostiques et d’autres informations, ces données
peuvent étre utilisées comme aide au diagnostic des infections fongiques.

Les procédures a base de méthénamine-argent-borate sont bien documentées.? En général, elles
nécessitent une préparation élaborée de la solution avant la réalisation du test. La stabilité de la
solution est limitée et les résultats varient significativement en raison de la nature capricieuse de
I'imprégnation métallique et du développement photographique.

Le kit de coloration argentique comprend un sel de méthénamine argent stable ainsi qu’un tampon,
un réactif de virage de couleur et un révélateur. Le laboratoire dispose ainsi d’un seul kit pour
visualiser les champignons, les membranes basales ainsi que les micro-organismes opportunistes,
comme Pneumocystis carinii.*> Une application pour une coloration rapide utilisant un four & micro-
ondes est incluse.>*

En résumé, les polysaccharides de la paroi cellulaire et de la membrane basale des micro-
organismes sont oxydés en aldéhydes par traitement avec de I'acide périodique. Le groupe
aldéhyde, a un pH alcalin, réduit les ions argent en métal argent. Le ringage avec des sels d’or
entraine la formation d’un complexe d’or plus stable et I'excés d’argent est éliminé par un lavage
au thiosulfate.

Réactifs

Solution d’acide périodique (réf. HT1001-100ML)

Acide périodique, 1 g/dl, dans de I'eau déionisée.

Solution d’acide borique (réf. HT1002-100ML)

Acide borique, 5 g/dl, dans de I'eau déionisée. Danger. Provoque des brilures de la peau et des
lésions oculaires graves. Porter des gants de protection, des vétements de protection, des lunettes
de protection et un masque de protection.

Réactif a base de méthénamine argent (réf. HT1003-1VL; HT1003-6VL)

Méthénamine argent, 110 mg/flacon. Danger. Nocif en cas d‘ingestion. Provoque des briilures de la
peau et des Iésions oculaires graves. Peut provoquer des symptomes d‘allergie ou d’asthme ou bien
des difficultés respiratoires en cas d’inhalation. Susceptible de provoquer le cancer.

Solution de chlorure d’or (réf. HT1004-100ML)

Chlorure d’or, 200 mg/dl, dans de I'eau déionisée.

Solution de thiosulfate de sodium (réf. HT1005-100ML)

Thiosulfate de sodium, 2 g/dl, dans de I'eau déionisée.

Matériel spécial requis mais non fourni

e Pinces en plastique ou pinces en métal recouvertes de paraffine

e Lames de contrdle positives, comme les lames Fungi TISSUE-TROL™ (réf. TTR004), qui doivent
étre incluses dans chaque série

Contre-colorants (facultatif)

(le choix dépend de I'échantillon et des préférences individuelles)

e Solution de tartrazine, réf. HT302 [HT3024-120ML ; HT3028-250ML]

e Solution d’hématoxyline de Harris, réf. HHS [HHS16-500ML ; HHS32-1L ; HHS80-2.5L ;
HHS128-4L]

e Solution d'éosine Y alcoolique, réf. HT1101 [HT110116-500ML ; HT110132-1L ; HT110180-2.5L ;
HT1101128-4L]

e Solution d’éosine Y aqueuse, réf. HT1102 [HT110216-500ML ; HT110232-1L ; HT110280-2.5L ;
HT1102128-4L]

e Solution d’éosine Y alcoolique avec phloxine, réf, HT1103 [HT110316-500ML ; HT110332-1L ;
HT110380-2.5L ; HT1103128-4L]

e Fast Green FCF

e Light Green SF jaunatre

Pour la procédure standard uniquement :

e Bain-marie, 62 °C

Pour la procédure au micro-ondes uniquement :

e Cuves a coloration de Coplin en plastique avec couvercles

¢ Four a micro-ondes

Conservation et stabilité

Conserver la solution d’acide périodique, la solution de travail a base du réactif de méthénamine
argent, la solution de chlorure d’or et la solution de thiosulfate de sodium au réfrigérateur
(entre 2 et 8 °C).

Conserver la solution d’acide borique a température ambiante (entre 18 et 26 °C). REMARQUE :
I'acide borique peut former un précipité pendant la réfrigération. L'équilibrer a température
ambiante et redissoudre avant de |'utiliser.

Les étiquettes des réactifs portent une date limite d’utilisation.

Préparation

Préparer la solution de travail de méthénamine argent en combinant 8 ml de solution d’acide
borique, 100 ml d’eau déionisée et le contenu d’un flacon de réactif de méthénamine argent.
Mélanger jusqu’a dissolution compléte. Utiliser la solution de travail une seule fois, puis la jeter.

REMARQUE : ne pas laisser la solution de travail de méthénamine argent entrer en contact avec
des métaux.

REMARQUE : pour augmenter le nombre de tests par flacon a deux, dissoudre la méthénamine
argent dans 100 ml d’eau déionisée et la conserver hermétiquement fermée. Cette solution est
stable pendant 1 mois lorsqu’elle est conservée au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C). Au moment de
I'utilisation, prendre 50 ml de solution de méthénamine argent et y ajouter 4 ml de solution d’acide
borique. Remettre ce qu'il reste de la solution de méthénamine argent non utilisée au réfrigérateur.

Equilibrer tous les réactifs a température ambiante avant de les utiliser.

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 l'utilisation de microscopes et d’autres équipements de laboratoire et possédant une perception
des couleurs et une acuité visuelle permettant de distinguer les couleurs ainsi que les autres objets
au microscope.

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

Les lames de contréle Fungi TISSUE-TROL™ sont constituées de coupes de tissus animaux inclus
en paraffine contenant des champignons 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.

Champignons et micro-organismes opportunistes tels que P. carinii

Fixer dans du formol neutre tamponné a 10 % ou dans du liquide de Bouin, inclure en paraffine,
puis réaliser des coupes de 5 microns.!

Membranes basales

Fixer dans du formol neutre tamponné a 10 %, du liquide de Bouin ou de Zenker, puis réaliser des
coupes de 1 a 4 microns.!

Remarques

Les cuves de coloration doivent étre lavées avec du concentré de nettoyage liquide pour verrerie
de laboratoire Dishbrite, réf. S4107, puis dans une solution d’eau de Javel, et rincées a |'eau du
robinet, puis dans au moins 6 bains d’eau déionisée.

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

Procédure standard

1. Préparer la solution de travail de méthénamine argent comme décrit dans la section
« Préparation », puis la mettre dans un bain-marie a 62 °C.

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

3. Placer les coupes réhydratées dans la solution d’acide périodique pendant 5 minutes pour
les champignons et les micro-organismes opportunistes ou pendant 11 minutes pour les
membranes basales.

4. Retirer les lames et les rincer dans 6 bains d’eau déionisée.

5. Pour la mise en évidence des ct pignons et des micro-organi opporti y
placer les lames dans la solution de travail de méthénamine argent préchauffée. Examiner au
microscope au bout de 20 minutes. Les champignons et les micro-organismes opportunistes
doivent étre marron foncé sur un fond jaune péle.

Pour la mise en évidence des anes b , placer les lames dans la solution de
travail de méthénamine argent préchauffée. Examiner au microscope au bout de 30 minutes.
Les membranes basales doivent étre noires sur un fond jaune brun foncé.

REMARQUE : pendant l'incubation des coupes a 62 °C, placer une cuve a coloration de

Coplin contenant de I'eau déionisée dans le bain-marie a 62 °C. Utiliser cette eau pour le
ringage avant I'évaluation a I'étape 5. Examiner les coupes au microscope pour vérifier que la
coloration est adéquate aux intervalles indiqués. Remettre les lames dans la solution de travail
de méthénamine argent chauffée jusqu’a obtenir I'intensité souhaitée.

6. Retirer les lames de la solution de travail de méthénamine argent une fois la coloration
adéquate des structures obtenue, puis les rincer 6 fois dans de I'eau déionisée a température
ambiante.

7. Réaliser le virage de couleur des coupes dans la solution de chlorure d’or pendant 30 secondes.
8. Rincer 6 fois dans de I'eau déionisée a température ambiante.

9. Placer les coupes dans la solution de thiosulfate de sodium pendant 2 minutes.

10. Bien rincer sous l'eau du robinet.

11. Contre-colorer selon ses préférences personnelles avec la solution de tartrazine, le Fast

Green FCF, le Light Green SF jaunatre, la solution d’hématoxyline de Harris ou une solution
d’éosine Y.

12. Déshydrater dans une série de bains d’alcool, éclaicir au xyléne, procéder au montage, puis
examiner au microscope.

Procédure au micro-ondes

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

2. Placer les lames dans une cuve a coloration de Coplin en plastique contenant 40 ml de
solution d’acide périodique. Couvrir la cuve a coloration de Coplin avec un couvercle sans
le fermer hermétiquement avant de placer la cuve dans le micro-ondes, ou bien utiliser des
cuves a coloration de Coplin dont les couvercles sont pourvus d‘orifices. Mettre au micro-
ondes sur 800 watts pendant 10 secondes. ***La solution d’acide périodique peut étre
réutilisée si elle est utilisée a température ambiante pendant 5 minutes au lieu d’étre mise
au micro-ondes. ***Pour les membranes basales, le temps d’incubation de la solution d'acide
périodique est de 11 minutes a température ambiante.

3. Retirer les lames de la solution d’acide périodique et les rincer dans 6 bains d’eau déionisée.

4. Placer les lames dans une cuve a coloration de Coplin en plastique contenant 40 ml de
solution de travail de méthénamine argent.
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5. Pour les micro-or i fongiq mettre au micro-ondes sur 600 watts pendant
35 secondes. Mélanger délicatement la solution a I'aide d’une pipette de transfert ou d’un
batonnet. Laisser incuber pendant 2 a 3 minutes. Au bout de 2 a 3 minutes maximum, placer
les lames dans de I'eau déionisée tiede et vérifier le développement de la coloration au microscope.
Si la coloration des micro-organismes ne s’est pas suffisamment développée, remettre les lames
dans la solution de travail de méthénamine argent et laisser reposer pendant 30 secondes a
1 minute ou jusqu’a obtenir la couleur souhaitée.
REMARQUE : voici les temps de développement suggérés pour les micro-organismes fongiques
suivants :

2 minutes
2 a 3 minutes

Blastomyces
Pneumocystis
Aspergillus 2 a 3 minutes

Pour les membranes basales, mettre au micro-ondes sur 600 watts pendant 35 secondes.
Mélanger délicatement la solution. Laisser incuber les lames pendant 5 minutes. Mettre au micro-
ondes une seconde fois sur 600 watts pendant 10 secondes. Laisser la coloration des lames se
développer pendant 2 minutes. Vérifier les lames au microscope. Si la coloration des lames ne
s’est pas suffisamment développée, répéter la derniére étape jusqu’a obtenir la couleur souhaitée.

6. Rincer les lames dans 6 bains d’eau déionisée.

7. Réaliser le virage de couleur des lames dans la solution de chlorure d’or pendant 30 secondes a
température ambiante.

8. Rincer les lames dans 6 bains d’eau déionisée.

9. Placer les lames dans la solution de thiosulfate de sodium pendant 2 minutes a température
ambiante.

10. Bien rincer sous I'eau du robinet.

11. Contre-colorer selon ses préférences personnelles avec le Fast Green FCF, le Light Green SF
jaunatre, la solution de tartrazine, la solution d’hématoxyline ou une solution d’éosine Y.

12. Déshydrater dans une série de bains d’alcool, éclaicir au xyléne, procéder au montage, puis
examiner au microscope.

Caractéristiques de performance

Résultat de la coloration
Marron violacé a noir

Structure cible
Champignons

P. carinii Marron violacé a noir
Membranes basales Noir
Fond Dépend de la contre-coloration
utilisée

Si les résultats observés different des résultats attendus, contacter le service technique de
Sigma-Aldrich pour obtenir de l'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 Micro-
HT1001 d’acide organismes 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
périodique fongiques
Solution Micro-
HT1002 d'acide organismes 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
borique fongiques
fop 4 . Micro-
HT1003 Metgreneanr?lne organismes 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
g fongiques
. Micro-
HT1004 ci?éﬂﬁlfendqsr organismes 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
fongiques
Solution de Micro-
HT1005 thiosulfate de organismes 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
sodium fongiques

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.

HT100A :
@ ‘ o
H271 : Peut provoquer un incendie ou une explosion ; comburant puissant.
H302 : Nocif en cas d'ingestion.
H314 : Provoque des brilures de la peau et des Iésions oculaires graves.
H317 : Peut provoquer une allergie cutanée.
H334 : Peut provoquer des symptomes d’allergie ou d’asthme ou des difficultés respiratoires par
inhalation.

H351 : Susceptible de provoquer le cancer.
360FD : Peut nuire a la fertilité. Peut nuire au feetus.

H373 : Risque présumé d’effets graves pour les organes (thyroide) 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.

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

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.

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

“ Fabricant

Référence catalogue

Consulter le mode d’emploi Numéro du lot

Déclaration de conformité de
I’lUnion européenne (définie dans
le réglement 2017/746 relatif aux
dispositifs médicaux de diagnostic

Représentant agréé dans la
Communauté européenne/
I'Union européenne

(I

in vitro)
g Date limite d'utilisation l?lsppstlf médical de diagnostic
in vitro
,Y Limites de température A Attention
] Date de fabrication % Importateur
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Istruzioni per I'uso

Colorazione per argentare
(GMS modificata)

Procedura n. HT100

Ce MRRCK

Uso previsto

Il kit GMS modificato per colorazione per argentare € destinato all'uso nella dimostrazione
istologica di funghi, membrana basale e alcuni organismi opportunistici. Il kit di colorazione per
argentare & previsto per "uso diagnostico in vitro". Solo per uso professionale. I dati ottenuti da
questa procedura qualitativa manuale identificano funghi, membrana basale e alcuni organismi
opportunistici in campioni di tessuto di campioni umani. Questi dati, se esaminati insieme ad altri
esami e informazioni diagnostiche, possono essere utilizzati come aiuto per la diagnosi di infezioni
fungine.

Le procedure con metanamina borato per argentare sono ben documentate.? In genere,
richiedono una preparazione elaborata della soluzione prima di testare le prestazioni. La stabilita
della soluzione & limitata e i risultati variano notevolmente a causa della natura capricciosa
dell'impregnazione del metallo e dello sviluppo fotografico.

Il kit di colorazione per argentare incorpora un sale di metenamina d'argento stabile e funzionante
insieme a tampone, reagente tonificante e sviluppatore. Cio fornisce al laboratorio un pacchetto
unico per la visualizzazione di funghi, membrana basale e organismi opportunistici come
Pneumocystis carinii.>* E inclusa un'applicazione per la colorazione rapida utilizzando un forno

a microonde.*>*¢

In breve, i polisaccaridi della parete cellulare microbica e della membrana basale vengono ossidati
in aldeidi mediante trattamento con acido periodico. II gruppo aldeidico, a pH alcalino, riduce lo
ione argento in argento metallico. Il risciacquo con sali d'oro forma un complesso dorato piu stabile
e l'argento in eccesso viene rimosso mediante un lavaggio con tiosolfato.

Reagenti

Soluzione di acido periodico (N. di cat. HT1001-100ML)
Acido periodico, 1 g/dL, in acqua deionizzata.

Soluzione di borace (N. di cat. HT1002-100ML)
Borace, 5 g/dL, in acqua deionizzata. Pericolo. Provoca gravi ustioni cutanee e lesioni oculari.
Indossare guanti protettivi/indumenti protettivi/protezione per gli occhi/protezione per il viso.

Reagente metenamina d'argento (N. di cat. HT1003-1VL; HT1003-6VL)

Metenamina d'argento, 110 mg/fiala. Pericolo. Nocivo se ingerito. Provoca gravi ustioni cutanee
e lesioni oculari. Se inalato, pud provocare sintomi allergici o asmatici o difficolta respiratorie.
Sospettato di provocare il cancro.

Soluzione di cloruro d'oro (N. di cat. HT1004-100ML)
Cloruro d'oro, 200 mg/dL, in acqua deionizzata.

Soluzione di tiosolfato di sodio (N. di cat. HT1005-100ML)
Tiosolfato di sodio, 2 g/dL, in acqua deionizzata.

Materiali speciali richiesti ma non forniti

e Pinzette in plastica o pinze metalliche rivestite di paraffina.

e I vetrini di controllo positivi, come Fungi TISSUE-TROL™ (N. di cat. TTR004) devono essere
inclusi in ogni esecuzione.

Controcoloranti (opzionale)

(la scelta dipende dal campione e dalle preferenze individuali)

e Soluzione di tartrazina, N. di cat. HT302 [HT3024-120ML; HT3028-250ML]

e Soluzione di ematossilina di Harris, N. di cat. HHS [HHS16-500 ML; HHS32-1L; HHS80-2,5L;
HHS128-4L]

e Eosina Y in soluzione alcolica, N. di cat. HT1101 [HT110116-500ML; HT110132-1L; HT110180-2.5L;
HT1101128-4L]

e Eosina Y in soluzione acquosa, N. di cat. HT1102 [HT110216-500ML; HT110232-1L; HT110280-2.5L;
HT1102128-4L]

e Eosina Y in soluzione alcolica con floxina, N. di cat. HT1103 [HT110316-500ML; HT110332-1L;
HT110380-2.5L; HT1103128-4L]

¢ Verde fast FCF

e Verde chiaro SF giallastro

Solo per procedura standard:

e Bagno ad acqua, 62 °C

Solo per procedura con forno a microonde:

e Vaschette Coplin in plastica con coperchi

e Forno a microonde

Conservazione e stabilita
Conservare la soluzione di acido periodico, il reagente di lavoro con metenamina d'argento, la
soluzione di cloruro d'oro e la soluzione di tiosolfato di sodio in frigorifero (2-8 °C).

Conservare la soluzione di borace a temperatura ambiente (18-26 °C). NOTA: il borace puo formare
precipitato durante la refrigerazione. Portare a temperatura ambiente e sciogliere nuovamente
prima dell'uso.

Le etichette dei reagenti riportano la data di scadenza.

Preparazione

Preparare la soluzione di lavoro di metenamina d'argento combinando 8 mL di soluzione di borace,
100 mL di acqua deionizzata e il contenuto di una fiala di reagente di metenamina d'argento.
Mescolare fino a completo scioglimento. Utilizzarla solo una volta, poi gettarla.

NOTA: non permettere che la soluzione di lavoro di metenamina d'argento entri a contatto con i
metalli.

NOTA: per aumentare a due i test per fiala, la metenamina d'argento puo essere dissolta in 100 mL
di acqua deionizzata e conservata ben chiusa. Se refrigerata (2-8 °C), questa soluzione ¢ stabile
per 1 mese. Quando pronta per I'uso, prendere 50 mL di una soluzione di metenamina d'argento e
aggiungere 4 mL di soluzione di borace. Riporre la parte inutilizzata della soluzione di metenamina
d'argento nel frigorifero.

Preriscaldare tutti i reagenti a temperatura ambiente prima dell'uso.

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 Fungi TISSUE-TROL™ sono tessuti animali inclusi in paraffina contenenti funghi
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.

Funghi e organismi opportunistici come P. carinii

Fissare in formalina tamponata neutra al 10% o in soluzione di Bouin, incorporare in paraffina e
tagliare in sezioni da 5 micron.!

Membrana basale

Fissare in formalina tamponata neutra al 10% o in soluzione di Bouin o Zenker e tagliare in sezioni
di paraffina da 1-4 micron.!

Note

Le vaschette di colorazione devono essere lavate con un concentrato liquido per la pulizia della
vetreria da laboratorio Dishbrite, N. di cat. S4107, quindi con soluzione di candeggina, sciacquate
bene in acqua di rubinetto e poi in almeno 6 bagni differenti di acqua deionizzata.

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

Procedura standard

1. Preparare la soluzione di lavoro di metenamina d'argento come descritto nella sezione
"Preparazione" e metterla in un bagno ad acqua a 62 °C.

2. Deparaffinare le sezioni di tessuto e reidratarle in acqua deionizzata.

3. Mettere le sezioni reidratate in una soluzione di acido periodico per 5 minuti per funghi e
organismi opportunistici o 11 minuti per la membrana basale.

4. Rimuovere i vetrini e sciacquare in 6 bagni differenti di acqua deionizzata.

5. Per la dimostrazione di funghi e organismi opportunistici, posizionare i vetrini in una
soluzione di lavoro di metenamina d'argento preriscaldata. Esaminare al microscopio dopo
20 minuti. I funghi e gli organismi opportunistici dovrebbero essere di colore marrone scuro su
uno sfondo giallo pallido.

Per la di razione di brana k posizionare i vetrini in una soluzione di lavoro
di metenamina d'argento preriscaldata. Esaminare al microscopio dopo 30 minuti.

La membrana basale dovrebbe essere di colore nero su uno sfondo giallo-marrone scuro.
NOTA: durante l'incubazione delle sezioni a 62 °C, posizionare una vaschetta Coplin
contenente acqua deionizzata in un bagno ad acqua a 62 °C. Utilizzare quest'acqua per il
risciacquo prima della valutazione descritta al Punto 5. Esaminare le sezioni al microscopio per
una colorazione adeguata a intervalli stabiliti. Riposizionare i vetrini nella soluzione di lavoro di
metenamina d'argento calda fino al raggiungimento dell'intensita desiderata.

6. Rimuovere i vetrini dalla soluzione di lavoro di metenamina d'argento dopo aver ottenuto
un'adeguata colorazione strutturale e sciacquare 6 volte in acqua deionizzata a temperatura
ambiente.

7. Sfumare le sezioni in soluzione di cloruro d'oro per 30 secondi.

8. Sciacquare 6 volte con acqua deionizzata a temperatura ambiente.

9. Mettere le sezioni nella soluzione di tiosolfato di sodio per 2 minuti.

10. Sciacquare bene in acqua corrente di rubinetto.

11. Controcolorare secondo le preferenze personali con soluzione di tartrazina, verde fast FCF,
verde chiaro SF giallastro, soluzione di ematossilina di Harris o eosina Y soluzione.

12. Disidratare in alcol, chiarificare in xilene, montare ed esaminare al microscopio.

Procedura con forno a microonde

1. Deparaffinare i vetrini e idratarli 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 Coplin prima di metterla nel forno a
microonde, oppure utilizzare vaschette Coplin con coperchi con i fori. Scaldare nel microonde
a 800 watt per 10 secondi. ***La soluzione di acido periodico puo essere riutilizzata se
utilizzata a temperatura ambiente per 5 minuti anziché scaldata nel microonde. ***Per le
membrane basali, il tempo di incubazione con la soluzione di acido periodico € di 11 minuti
a temperatura ambiente.

3. Rimuovere i vetrini dalla soluzione di acido periodico e sciacquare in 6 bagni differenti di acqua
deionizzata.

4. Mettere i vetrini in 40 mL di soluzione di lavoro di metenamina d'argento contenuta in una
vaschetta Coplin di plastica.

5. Per organismi fungini scaldare nel microonde a 600 watt per 35 secondi. Mescolare
delicatamente la soluzione con una pipetta beral o uno stick applicatore. Lasciare incubare
per 2-3 minuti. Dopo un tempo non superiore a 2 o 3 minuti, posizionare i vetrini in
acqua deionizzata calda e controllare lo sviluppo al microscopio. Se i microrganismi non
sono sufficientemente sviluppati, rimettere i vetrini nella soluzione di lavoro di metenamina
d'argento e lasciarli riposare da 30 secondi a 1 minuto o fino al raggiungimento della
tonalita desiderata.
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NOTA: di seguito sono riportati i tempi di sviluppo suggeriti per i seguenti organismi:

Blastomyces 2 minuti
Pneumocystis 2-3 minuti
Aspergillus 2-3 minuti

Per la membrana basale scaldare in forno a microonde a 600 watt per 35 secondi. Agitare
delicatamente la soluzione. Lasciare incubare i vetrini per 5 minuti. Scaldare nuovamente in

forno a microonde a 600 watt per 10 secondi. Lasciare che i vetrini si sviluppino per 2 minuti.
Verificare i vetrini al microscopio. Se i vetrini non sono sufficientemente sviluppati, ripetere I'ultimo
passaggio fino a ottenere la tonalita desiderata.

Sciacquare i vetrini in 6 bagni differenti di acqua deionizzata.
Sfumare i vetrini nella soluzione di cloruro d'oro per 30 secondi a temperatura biente

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

u 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
Comunita Europea/Unione Europea

Dispositivo medico per la

Data di scadenza R o
diagnostica in vitro

6

7

8. Sciacquare i vetrini in 6 bagni differenti di acqua deionizzata.

9. Mettere i vetrini nella soluzione di tiosolfato di sodio per 2 minuti a temperatura ambiente.

10. Sciacquare bene in acqua corrente di rubinetto.

11. Controcolorare secondo le preferenze personali con verde fast FCF, verde chiaro SF giallastro,
soluzione di tartrazina, soluzione di ematossilina o eosina Y soluzione.

12. Disidratare in alcol, chiarificare in xilene, montare ed esaminare al microscopio.

Caratteristiche prestazionali

Struttura target
Funghi
P. carinii

Risultato colorazione

Da marrone violaceo a nero
Da marrone violaceo a nero
Nero

A seconda della
controcolorazione

Membrana basale
Sfondo

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.

N. cat. Descrizione Target Specificita  Sensibilita  Specificita  Sensibilita
prodotto intra; io intra-saggio inter ggio inter gi
Soluzione .
HT1001 di acido O;gﬁ”}ﬁ’i‘" 3di3 3di3 3di3 3di3
periodico 9
Soluzione di  Organismi . " . .
HT1002 borace fungini 3di3 3di3 3di3 3di3
Metanamina Organismi . " . .
HT1003 d'argento fungini 3di3 3di3 3di3 3di3
Soluzione di  Organismi . " . .
HT1004 cloruro d'oro fungini 3di3 3di3 3di3 3di3
Soluzione di N
HT1005 tiosolfato di 0;93”!5’.“' 3di3 3di3 3di3 3di3
sodio ungini

Avvertenze e pericoli

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

HT100A:
H271: Puo provocare incendi o esplosioni; forte ossidante.

H302: Nocivo se ingerito.
H314: Provoca gravi ustioni cutanee e lesioni oculari.

H317: Pud causare una reazione cutanea allergica.

H334: Se inalato, pud provocare sintomi allergici o asmatici o difficolta respiratorie.
H351: Sospettato di provocare il cancro.
360FD: Puo nuocere alla fertilita. Puo danneggiare il feto.

H373: Pud provocare danni agli organi (tiroide) in caso di esposizione prolungata o ripetuta se
ingerito.

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

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

P273: Evitare il rilascio nell'ambiente.
P280: Indossare guanti protettivi/indumenti protettivi/protezione per gli occhi/protezione per il viso.

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

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 € facile farlo. Continuare
a sciacquare.

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

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

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

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
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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 operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Instrucciones de uso

Tincion de plata
(GMS modificado)

N.C de procedimiento HT100

Ce MRRCK

Uso previsto

El kit de tincién de plata (GMS modificado) se utiliza para demostrar la presencia histoldgica de
hongos, membrana basal y algunos microorganismos oportunistas. El kit de tincién de plata es para
“uso diagnostico in vitro”. Solo para uso profesional. Los datos obtenidos con este procedimiento
manual y cualitativo identifican hongos, membrana basal y algunos microorganismos oportunistas
en muestras de tejido de humanos. Si estos datos se revisan junto con otras pruebas de diagndstico
e informacion, se pueden utilizar como ayuda para el diagndstico de las infecciones fungicas.

Los procedimientos de metenamina-borato de plata estan bien documentados,? y generalmente
requieren una elaborada preparacion de la solucién antes de realizar la prueba. La estabilidad de la
solucién es limitada y los resultados varian sustancialmente debido a la naturaleza caprichosa de la
impregnacion metalica y del desarrollo fotogréfico.

El kit de tincion de plata incluye una sal de metenamina de plata estable, con tampdn, reactivo de
tincién y revelador. Este producto proporciona al laboratorio un medio Unico para visualizar hongos,
la membrana basal y microorganismos oportunistas, como Pneumocystis carinii.>*> También se
incluyen técnicas de tincion de plata rapidas para hornos microondas.?*

En resumen, la pared de la célula microbiana y los polisacaridos de la membrana basal se oxidan
en aldehidos mediante tratamiento con acido periddico. El grupo de aldehidos, a pH alcalino, reduce
el ién de plata a plata metdlica. El aclarado con sales de oro forma un complejo de oro mas estable,
y el exceso de plata se elimina mediante un lavado con tiosulfato.

Reactivos

Solucién de acido periédico (n.° de cat. HT1001-100ML)
Acido periddico, 1 g/dl, en agua desionizada.

Solucion de bérax (n.° de cat. HT1002-100ML)
Bodrax, 5 g/dl, en agua desionizada. Peligro. Provoca graves quemaduras en la piel y dafios en los
ojos. Utilizar guantes/ropa protectora/proteccion ocular/proteccion facial.

Reactivo de metenamina de plata (n.° de cat. HT1003-1VL; HT1003-6VL)

Metenamina de plata, 110 mg/vial. Peligro. Nociva en caso de ingestion. Provoca graves quemaduras
en la piel y dafios en los ojos. Puede provocar sintomas de alergia o asma o dificultades respiratorias
si se inhala. Se sospecha que causa cancer.

Solucién de cloruro de oro (n.° de cat. HT1004-100ML)
Cloruro de oro, 200 mg/dl, en agua desionizada.

Solucién de tiosulfato sédico (n.° de cat. HT1005-100ML)
Tiosulfato sddico, 2 g/dl, en agua desionizada.

Material especial necesario pero no suministrado

e Fodrceps de plastico o de metal recubiertos con parafina.

e Los portaobjetos de control positivo, tales como los de hongos TISSUE-TROL™ (n.° de cat. TTR004),
deben incluirse en cada proceso.

Contratinciones (opcional)

(la eleccion depende de la muestra y de las preferencias individuales)

e Solucion de tartrazina, n.° de cat. HT302 [HT3024-120ML; HT3028-250ML]

e Solucién de hematoxilina de Harris, n.° de cat. HHS [HHS16-500ML; HHS32-1L; HHS80-2.5L;
HHS128-4L]

e Solucién de eosina Y, alcohdlica, n.° de cat. HT1101 [HT110116-500ML; HT110132-1L;
HT110180-2.5L; HT1101128-4L]

e Solucion de eosina Y, acuosa, n.° de cat. HT1102 [HT110216-500ML; HT110232-1L; HT110280-2.5L;
HT1102128-4L]

e Solucidn de eosina Y, alcohdlica con floxina, n.° de cat. HT1103 [HT110316-500ML; HT110332-1L;
HT110380-2.5L; HT1103128-4L]

e Fast Green FCF

¢ Light Green SF amarillento

Solo para procedimientos estandar:

e Bafio de agua a 62 °C

Solo para procedimientos con microondas:

e Vasos de Coplin de plastico con tapas

¢ Horno microondas

Almacenamiento y estabilidad

Almacenar refrigerados (2-8 °C) la solucién de acido periddico, el reactivo de metenamina de plata,

la solucién de cloruro de oro y la solucidn de tiosulfato sédico.

Almacenar la solucidn de bérax a temperatura ambiente (18-26 °C). NOTA: El borax puede formar
precipitado durante la refrigeracion. Estabilizar a temperatura ambiente y volver a disolverlo antes
de su uso.

Las etiquetas de los reactivos indican la fecha de caducidad.

Preparacion

Preparar la solucién de metenamina de plata mezclando 8 ml de solucién de bérax, 100 ml de agua
desionizada y el contenido del vial del reactivo de metenamina de plata. Mezclar hasta su total
disolucién. Utilizar una sola vez y desecharla.

NOTA: No se puede permitir que la solucién de metenamina de plata entre en contacto con metales.
NOTA: Para aumentar las pruebas por vial a dos, la metenamina de plata puede disolverse en 100 ml
de agua desionizada y almacenarse herméticamente cerrada. En refrigeracion (2-8 °C) es estable
durante 1 mes. En el momento de utilizarla, afiada 4 ml de solucién de bérax a 50 ml de solucién de
metenamina de plata. Devolver la solucion de metenamina de plata sobrante al frigorifico.

Estabilizar todos los reactivos a temperatura ambiente antes de su uso.

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 percepcién 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 de hongos TISSUE-TROL™ son tejidos de animal embebidos en parafina
con hongos y deben considerarse potencialmente infecciosos.

Procedimiento

Recogida de la muestra

Ningun 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.

Hongos y microorganismos oportunistas, como P. carinii

Fijar en formol tamponado neutro al 10 % o en solucién de Bouin, embebidos en parafina, y realizar
cortes de 5 micras.!

Membrana basal

Fijar en formol tamponado neutro al 10 % o en solucién de Bouin o de Zenker, y realizar cortes en
parafina de 1-4 micras.!

Notas

Los platos de tincion deben lavarse con concentrado de limpiador liquido de laboratorio Dishbrite
(n.° de cat. S4107), y con solucién blanqueadora; deben aclararse bien con agua del grifo y luego
con agua desionizada realizando al menos 6 cambios.

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

Procedimiento estandar

1. Preparar la solucién de metenamina de plata, tal como se describe en la seccién “Preparacion”,
y colocarla en un bafio de agua a 62 °C.

2. Desparafinar los cortes de tejido y rehidratar con agua desionizada.

3. Colocar los cortes rehidratados en solucion de acido periddico durante 5 minutos para hongos
y microorganismos oportunistas, u 11 minutos para la membrana basal.

4. Extraer los portaobjetos y aclararlos con agua desionizada, realizando 6 cambios.

5. Para demostrar la presencia de hongos y microorganismos oportunistas, colocar los

portaobjetos en la solucién de metenamina de plata precalentada. Examinar en el microscopio

después de 20 minutos. Los hongos y los microorganismos oportunistas deben ser de color

marrén oscuro contra un fondo amarillo palido.

Para d trar la pr ia de la brana basal, colocar los portaobjetos en la solucién

de metenamina de plata precalentada. Examinar en el microscopio después de 30 minutos.

La membrana basal debe ser negra contra un fondo entre amarillo oscuro y marrén.

NOTA: Mientras se incuban los cortes a 62 °C, colocar un vaso de Coplin con agua

desionizada en un bafio de agua a 62 °C. Utilizar esta agua para el aclarado antes de la

evaluacion del paso 5. Examinar los cortes en el microscopio para comprobar la tincion

adecuada a los intervalos establecidos. Devolver los portaobjetos a la solucién de metenamina

de plata caliente, hasta que se obtenga la intensidad deseada.

Extraer los portaobjetos de la solucién de metenamina de plata una vez que se haya obtenido

la tincidn estructural adecuada, y aclarar 6 veces con agua desionizada a temperatura ambiente.

7. Teiiir los cortes con solucién de cloruro de oro durante 30 segundos.

8. Aclarar 6 veces con agua desionizada a temperatura ambiente.

9. Colocar los cortes en solucidn de tiosulfato sédico durante 2 minutos.

10. Lavar bien con agua corriente del grifo.

11. Contratefiir, segun las preferencias personales, con solucién de tartrazina, Fast Green FCF,
Light Green SF amarillento, solucién de hematoxilina de Harris o solucién de eosina Y.

12. Deshidratar en alcohol, aclarar en xileno, montar y examinar con el microscopio.

Procedimiento con microondas

1. Desparafinar e hidratar los portaobjetos con agua desionizada.

2. Colocar los portaobjetos en 40 ml de solucion de acido periddico dentro de un vaso de
Coplin de plastico. Tapar el vaso de Coplin sin apretar la tapa, antes de colocarlo en el
horno microondas, o utilizar vasos de Coplin con agujeros en las tapas. Poner en el horno
microondas a 800 vatios durante 10 segundos. ***La solucion de &cido periddico puede
volver a utilizarse solo si se ha usado a temperatura ambiente durante 5 minutos en lugar de
usar el microondas. ***Para las membranas basales, el tiempo de incubacién de la solucién
de acido periddico es de 11 minutos a temperatura ambiente.

3. Extraer los portaobjetos de la solucion de acido periddico y aclararlos con agua desionizada,
realizando 6 cambios.

4. Colocar los portaobjetos en 40 ml de solucién de metenamina de plata dentro de un vaso de
Coplin de plastico.

5. Para microorganismos flingicos, utilizar el microondas a 600 vatios durante 35 segundos.
Mezclar cuidadosamente la solucion con una pipeta Beral o una varilla aplicadora. Dejarla
incubar durante 2-3 minutos. Tras un maximo de 2 a 3 minutos, colocar los portaobjetos en
agua desionizada caliente y comprobar el desarrollo con el microscopio. Si los microorganismos
no estan suficientemente desarrollados, volver a poner los portaobjetos en la solucién de
metenamina de plata y dejarlos alli de 30 segundos a 1 minuto o hasta que se obtenga el
tono deseado.

NOTA: Tiempos de desarrollo sugeridos para los siguientes organismos flingicos:

o

Blastomyces 2 minutos
Pneumocystis 2-3 minutos
Aspergillus 2-3 minutos
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Para la membrana basal, utilizar el microondas a 600 vatios durante 35 segundos. Agitar con Definiciones de los simbolos
cuidado la solucion. Dejar incubar los portaobjetos durante 5 minutos. Ponerlos por segunda vez
en el horno microondas a 600 vatios durante 10 segundos. Dejar que los portaobjetos progresen
durante 2 minutos. Comprobar los portaobjetos con el microscopio. Si los portaobjetos no estan

Simbolos definidos en la norma EN ISO 15223-1:2021

suficientemente desarrollados, repetir el Gltimo paso hasta conseguir el tono deseado. u Fabricante NUmero de catdlogo
6. Aclarar los portaobjetos en agua desionizada, realizando 6 cambios. [:m Consultar instrucciones de uso Cédigo de lote
7. Teiir los portaobjetos con solucidn de cloruro de oro durante 30 segundos a temperatura =, -

ambiente. Declaracion UE de conformidad

: P . . Representante autorizado en la (definida en el Reglamento (UE)
8. Aclarar los portaobjetos en agua desionizada, realizando 6 cambios. y
P J. 9 " . . . Comunidad Europea/Unién Europea c € 2017/746 sobre los productos
9. Colocar los portaobjetos en solucién de tiosulfato sédico durante 2 minutos a temperatura A R PO
3 sanitarios para diagndstico in vitro)

ambiente.
10. Lavar bien con agua corriente del grifo. g Fecha d ducidad Dispositivo médico de diagndstico
11. Contratefiir, segun las preferencias personales, con solucion de tartrazina, Fast Green FCF, Light echa de caducida in vitro

Green SF amarillento, solucién de hematoxilina de Harris o solucion de eosina Y. T »
12. Deshidratar en alcohol, aclarar en xileno, montar y examinar con el microscopio. /l( Limite de temperatura Precaucion
Caracteristicas de funcionamiento (] Fecha de fabricacién % Importador

Estructura objetivo Resultado de la tincién Referencias
Hongos De marrones-violaceos a negros 1. Sheehan DC, Hrapchak BB: Theory and Practice of Histotechnology, 2nd ed., CV Mosby Co. St.
P. carinii De marrén-violdceo a negro Louis (MO), 1980
Membrana basal Negra 2. Koski JP: Silver methenamine-borate (SMB): Cost reduction with technical improvement in silver
Fondo Depende de la contratincién nitrate-gold chloride impregnations. J Histotechnol 4:115, 1981

3. Churukian CJ, Schenk EA, Clark G: Dilute ammoniacal silver as a substitute for methenamine silver

Si los resultados observados varian de los esperados, pongase en contacto con el Servicio Técnico de to demonstrate Pneumocystis carinii and fungi. Lab Med 17:87, 1986

Sigma-Aldrich. 4. Leong AS-Y, Milios J: Rapid immunoperoxidase staining of lymphocyte antigens using microwave
s e f . . I, . irradiation. J Pathol 148:183, 1986
Caracteristicas de funcionamiento analitico 5. Brinn NT: Rapid metallic histologic staining using the microwave oven. J Histotechnol 6:125, 1983
Los resultados del funcionamiento analitico de las pruebas realizadas en todas las estructuras objetivo 6. Valle S: Special stains in microwave oven. J Histotechnol 9:237, 1986
confirman una sensibilidad, especificidad y repetibilidad del 100 %. 7. Carson Frieda, Histotechnology: A Self Instructional Text, ASCP Press, Chicago 1990
8. Kok and Boon, Microwave Cookbook for Microscopits, Coulomb Press Leydon Leidon 1992
N.° de Descripcion Objetivo Especi- Sensibi- Especifici- Sensibili- L,
cat. del producto ficidad lidad in- dad inter-  dad inter- Informacion de contacto
intraensayo traensayo ensayo ensayo ) -, " ) ) - o
Microor Para hacer un pedido, visite nuestro sitio web en SigmaAldrich.com. Para solicitar el Servicio Técnico,

HT1001 écsido(l)u;g)rri‘ég?co ganismos 3de 3 3de 3 3 de 3 3de 3 visite la pagina de servicio técnico en nuestro sitio web en SigmaAldrich.com/techservice.

fungicos R R L.
o Microor- Historial de revisiones
HT1002  SOUCONde  ganismos  3de3 3de3 3de3 3de3
fingicos Rev. 4.0 2016
. Microor-
HT1003 Metenaminade goqichog 3de3 3de3 3de3 3de3 Rev.5.0 2022
plata funai
ingicos
Microor Rev. 6.0 2022
HT1004 Solucién de ganismos 3de3 3de3 3de3 3de3 Se ha transferido a la nueva plantilla con la marca actual. Se ha especificado para
cloruro de oro ooy ; . . - o
flngicos uso profesional en uso previsto y precauciones. Se ha movido la declaracién de ayuda
Solucion de Microor- al diagnodstico al uso previsto. Se ha revisado el uso previsto para adaptarlo a las
HT1005 tiogul_fato ganismos 3de3 3de3 3de3 3de3 directrices del IVDR. Se ha actualizado la hoja de datos de seguridad del material a
sodico fungicos 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
Advertencias Yy pellgros la norma EN 980 y se ha cambiado a la norma EN ISO 15223-1:2021 en los simbolos.
Consulte la ficha de seguridad y el etiquetado del producto para obtener informacion actualizada sobre Se ha afiadido la informacion de contacto en caso de acontecimientos adversos. Se ha
riesgos, peligros o seguridad. afiadido una seccion de advertencias y peligros.
HT100A:
H271: Puede provocar un incendio o una explosiéon; muy comburente.
H302: Nocivo en caso de ingestion.
H314: Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.
H317: Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.
H334: Puede provocar sintomas de alergia o asma o dificultades respiratorias en caso de inhalacion.
H351: Se sospecha que provoca cancer.
360FD: Puede perjudicar a la fertilidad. Puede dafiar al feto.
H373: Puede provocar dafios en los 6rganos (tiroides) tras exposiciones prolongadas o repetidas en
caso de ingestion.
H412: Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.
P210: Mantener alejado de fuentes de calor, chispas, llama abierta o superficies calientes. No fumar.
P273: Evitar su liberacion al medio ambiente.
P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.
P303 + P361 + P353: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitarse inmediatamente
las prendas contaminadas. Aclararse la piel con agua o ducharse.
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.
Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente con agua 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271 Darmstadt,
durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando. St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Germany
an affiliate of Merck KGaA, Germany
Si durante el uso de este dispositivo o como resultado de su uso, se produce un Darmstadt, Germany
incidente grave, inférmelo al fabricante y/o a su representante autorizado y a su +1(314) 771-5765

autoridad nacional.

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 operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Brugsanvisning

Sglvfarvestof (modificeret GMS)

Procedure nr. HT100

MRRCK

q3

Tilsigtet brug

Selvfarvestof modificeret GMS-saettet er beregnet til brug ved histologisk p&visning af svampe,
basalmembran og visse opportunistiske organismer. Sglvfarvestofseettet er beregnet til "in vitro-
diagnostisk brug". Kun til professionel brug. Dataene, som opnds med denne manuelle kvalitative
procedure, bruges til at identificere svampe, basalmembran og visse opportunistiske organismer

i veevsprover fra mennesker. Disse data kan, ndr de gennemgas i sammenhaeng med andre
diagnostiske tests og oplysninger, bruges som en hjeelp ved diagnosticering af svampeinfektioner.

Sglvmethenamin-borat-procedurer er veldokumenterede.'? Generelt kraever disse en omfattende
forberedelse af oplgsningen inden udfgrelse af testen. Oplgsningsstabiliteten er begraenset, og
resultaterne varierer markant p& grund af metalimpraegneringens og den fotografiske fremkalders
lunefulde natur.

Sglvfarvestofszettet indeholder et stabilt arbejdssglvmethenaminsalt samt buffer, toningsreagens
og fremkalder. Dette giver laboratoriet en unik pakke til visualisering af svampe, basalmembran
og opportunistiske organismer sdsom Pneumocystis carinii.> En applikation til hurtig farvning ved
brug af en mikrobglgeovn er inkluderet.>®

Kort fortalt oxideres mikrobielle polysaccharider fra cellevaegge og basalmembran til aldehyder, nér
de behandles med perjodsyre. Aldehydgruppen reducerer sglvion til metallisk sglv ved alkalisk pH.
Skylning med guldsalte danner et mere stabilt guldkompleks, og overskydende sglv fjernes ved en
thiosulfatvask.

Reagenser

Periodic Acid Solution (kat.nr. HT1001-100ML)
Perjodsyre, 1 g/dl, i demineraliseret vand.

Borax Solution (kat.nr. HT1002-100ML)
Borax, 5 g/dl, i demineraliseret vand. Fare. Forarsager svaere aetsninger af huden og gjenskader.
Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

Silver Methenamine Reagent (kat.nr. HT1003-1VL; HT1003-6VL)

Sglvmethenamin, 110 mg/heetteglas. Fare. Farlig ved indtagelse. Fordrsager svaere aetsninger af
huden og gjenskader. Kan for8rsage allergi- eller astmasymptomer eller &ndedraetsbesvaer ved
ind8nding. Misteenkt for at fremkalde kraeft.

Gold Chloride Solution (kat.nr. HT1004-100ML)
Guldklorid, 200 mg/d|, i demineraliseret vand.

Sodium Thiosulfate Solution (kat.nr. HT1005-100ML)
Natriumthiosulfat, 2 g/dl, i demineraliseret vand.

Szerlige materialer, som er pakraevede, men ikke medfglger

e Plastpincet eller paraffinbelagt metalpincet.

e Positive kontrolobjektglas, s&som Fungi TISSUE-TROL™ (kat.nr. TTR004), skal inkluderes i hver
kgrsel.

Kontrastfarvestoffer (valgfrit)

(valget afhaenger af proven og individuelle praeferencer)

e Tartrazine solution, kat.nr. HT302 [HT3024-120ML, HT3028-250ML]

e Harris Hematoxylin Solution, kat.nr. HHS [HHS16-500ML, HHS32-1L, HHS80-2.5L, HHS128-4L]

e Eosin Y Solution, Alcoholic, kat.nr. HT1101 [HT110116-500ML, HT110132-1L, HT110180-2.5L,
HT1101128-4L]

e Eosin Y Solution, Aqueous, kat.nr. HT1102 [HT110216-500ML, HT110232-1L, HT110280-2.5L,
HT1102128-4L]

e Eosin Y Solution, Alcoholic, With Phloxine, kat.nr. HT1103 [HT110316-500ML, HT110332-1L,
HT110380-2.5L, HT1103128-4L]

e Fast Green FCF

¢ Light Green SF Yellowish

Kun til standardprocedure:

e Vandbad, 62 °C

Kun til mikrobglgeprocedure:

o Coplin-skéle af plast med I8g
¢ Mikrobglgeovn

Opbevaring og stabilitet

Opbevar perjodsyreoplgsning, arbejdsoplgsning af sglvmethenaminreagens, guldkloridoplgsning og
natriumthiosulfatoplgsning i kgleskab (2-8 °C).

Opbevar boraxoplgsning ved stuetemperatur (18-26 °C). BEMARK: Borax kan danne bundfald
under nedkgling. Bring til stuetemperatur og genoplgs inden brug.

Reagensetiketterne er forsynet med udlgbsdato.

Forberedelse

Forbered en arbejdsoplgsning af sglvmethenamin ved at kombinere 8 ml boraxoplgsning, 100 ml
demineraliseret vand og indholdet af ét haetteglas med sglvmethenaminreagens. Bland, til det er
oplgst. Brug én gang, og bortskaf derefter.

BEMZERK: Lad ikke sglvmethenaminarbejdsoplgsning komme i kontakt med metaller.

BEMZERK: For at gge antallet af tests pr. haetteglas med to kan sglvmethenamin oplmses i 100 ml
demineraliseret vand og opbevares taet tillukket. Denne oplgsning er stabil i 1 maned, ndr den

opbevares i kgleskab (2-8 °C). Tag 50 ml splvmethenaminoplgsning, og tilseet 4 m| boraxoplgsning,
ndr oplgsningen skal bruges. Saet den ubrugte portion sglvmethenaminoplgsning tilbage i kgleskabet.

Foropvarm alle reagenser til stuetemperatur inden brug.

Forsigtighedsregler

IVD'erne, der er inkluderet i dette szet, er beregnet til in vitro-diagnostisk brug i et klinisk laboratoriemilja.
Disse IVD'er er kun til professionel brug udfgrt af kvalificeret personale. IVD'er fra Sigma-Aldrich
kan benyttes af laboratoriepersonale, som er uddannet til at hdndtere 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 h&ndtering af laboratoriereagenser, skal folges.
Bortskaf affald under overholdelse af alle lokale, regionale eller nationale regler.

Fungi TISSUE-TROL™ kontrolobjektglas er fremstillet med paraffinindstebt animalsk vaev, der
indeholder svampe, og skal betragtes som potentielt smittefarlige.

Procedure

Prgveindsamling

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

Svampe og opportunistiske organismer sdsom P. carinii

Fikser i 10 % neutral bufferformalin eller Bouins oplgsning, indsteb i paraffin og udskaer snit pa
5 mikron.t

Basalmembran

Fikser i 10 % neutral bufferformalin, Bouins eller Zenkers oplgsning, og udskaer paraffinsnit pa
1-4 mikron.*

Bemaerkninger

Farvningsskale skal vaskes i Dishbrite flydende renggringskoncentrat til laboratorieglas, kat.nr. S4107,
derefter i blegeoplgsning, skylles grundigt i postevand og derefter i mindst 6 hold demineraliseret vand.

Hvis der bruges en mikrobglgeovn, henvises der til brugervejledningen vedrgrende anvisninger.

Standardprocedure

1. Forbered en arbejdsoplgsning af splvmethenamin som beskrevet i afsnittet "Forberedelse", og
anbring den i et 62 °C vandbad.

2. Afparaffiner vaevssnittene, og rehydrer i demineraliseret vand.

3. Placer de rehydrerede snit i perjodsyreoplgsning i 5 minutter for svampe og opportunistiske
organismer eller 11 minutter for basalmembran.

4. Fjern objektglassene, og skyl i 6 hold demineraliseret vand.

5. Til pvisning af svampe og opportunistiske organismer skal objektglassene placeres

i en forvarmet arbejdsoplgsning af sglvmethenamin. Undersgg mikroskopisk efter 20 minutter.

Svampe og opportunistiske organismer skal vaere mgrkebrune pd en lysegul baggrund.

Til pavisning af basalmembran skal objektglassene placeres i en forvarmet

arbejdsoplgsning af sglvmethenamin. Undersgg mikroskopisk efter 30 minutter.

Basalmembran skal veere sort p& en mark, gulbrun baggrund.

BEMZAERK: Mens snittene inkuberer ved 62 °C, anbringes en Coplin-skal med demineraliseret

vand i et 62 °C vandbad. Brug dette vand til at skylle fgr evaluering i trin 5. Undersgg snittene

mikroskopisk for tilstraekkelig farvning ved de angivne intervaller. Szet objektglassene tllbage

i den varme arbejdsoplgsning af sglvmethenamin, indtil den gnskede intensitet er opndet.

Fjern objektglassene fra arbejdsoplgsningen af sglvmethenamin, ndr der er opndet

tilstraekkelig strukturel farvning, og skyl 6 gange i demineraliseret vand ved stuetemperatur.

7. Farveton snittene i guldkloridoplgsning i 30 sekunder.

8. Skyl 6 gange i demineraliseret vand ved stuetemperatur.

9. Placer snittene i natriumthiosulfatoplgsning i 2 minutter.

10. Vask grundigt under rindende postevand.

11. Kontrastfarv i henhold til personlige praeferencer med tartrazinoplgsning, Fast Green FCF,
Light Green SF Yellowish, Harris' haamatoxylinoplgsning eller eosin Y-oplgsning.

12. Dehydrer i alkohol, klarér i xylen, monter, og undersgg mikroskopisk.

o

Mikrobglgeprocedure

1. Afparaffiner objektglassene, og hydrer i demineraliseret vand.
2. Placer objektglassene i 40 ml perjodsyreoplgsning, som er indeholdt i en Coplin-skal af
plast. Daek Coplin-skélen Igst med et I3g, for den sattes i mikrobglgeovnen, eller brug
Coplin-skdle med huller i I8gene. Varm i mikrobglgeovn ved 800 watt i 10 sekunder.
***perjodsyreoplgsning kan genbruges, hvis den anvendes ved stuetemperatur i 5 minutter
i stedet for opvarmet i mikrobglgeovn. ***For basalmembran er inkubationstiden i
perjodsyreoplgsning 11 minutter ved stuetemperatur.
Fjern objektglassene fra perjodsyreoplgsningen, og skyl i 6 hold demineraliseret vand.
4. Placer objektglassene i 40 ml arbejdsoplgsning af sslvmethenamin, som er indeholdt i en
Coplin-skal af plast.
5. For svampeorganismer skal der varmes i mikrobglgeovn ved 600 watt i 35 sekunder.
Bland forsigtigt oplgsningen med en engangspipette eller applikatorpind. Lad inkubere i
2-3 minutter. Efter hgjest 2 til 3 minutter placeres objektglassene i varmt demineraliseret
vand, og udviklingen kontrolleres mikroskopisk. Hvis organismerne ikke er tilstraekkeligt
udviklede, saettes objektglassene tilbage i arbejdsoplgsningen af sglvmethenamin, hvor de
forbliver i 30 sekunder til 1 minut, eller indtil den gnskede farvetone er opndet.
BEM/ERK: Foresldede udviklingstider for nedenstdende svampeorganismer er som fglger:

w

Blastomyces 2 minutter
Pneumocystis 2-3 minutter
Aspergillus 2-3 minutter

For basalmembran skal der varmes i mikrobglgeovn ved 600 watt i 35 sekunder.

Ror forsigtigt i oplgsningen. Lad objektglassene inkubere i 5 minutter. Varm i mikrobglgeovn
endnu en gang ved 600 watt i 10 sekunder. Lad objektglassene udvikle sig i 2 minutter.
Kontrollér objektglassene under mikroskop. Hvis objektglassene ikke er tilstraekkeligt udviklede,
gentages sidste trin, indtil den gnskede farvetone er opnéet.

Skyl objektglassene i 6 hold demineraliseret vand.

Farveton objektglassene i guldkloridoplgsning i 30 sekunder ved stuetemperatur.

Skyl objektglassene i 6 hold demineraliseret vand.

Placer objektglassene i natriumthiosulfatoplgsning i 2 minutter ved stuetemperatur.

10. Vask grundigt under rindende postevand.

11. Kontrastfarv i henhold til personlige praeferencer med Fast Green FCF, Light Green SF Yellowish,
tartrazinoplgsning, haematoxylinoplgsning eller eosin Y-oplgsning.

12. Dehydrer i alkohol, klarér i xylen, monter, og undersgg mikroskopisk.
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Kontaktoplysninger

Resultaterne af analyseydelsen for de givne tests, der er udfgrt pd alle m8istrukturer, bekraefter 100 %
fglsomhed, specificitet og repeterbarhed.

Kat. nr. P;zgi"",';'l:::' mal Sr::iaflicist:t Fiaalasn(:aT';id Sp:te:ilfliecri‘:et Far:f;::l:d Besgg vores websted pd SigmaAldrich.com for at afgive en bestilling. G til siden for teknisk service pa
Y Y analyser analyser vores websted p& SigmaAldrich.com/techservice for at f& oplysninger om teknisk service.
Perjodsyreop-  Svampeor- - - .
HT1001 losning ganismer 3af3 3af3 3af 3 3af3 Revisionshistorik
. Svampeor-
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Sglvme- Svampeor-
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Advarsler og farer materialesikkerhedsdatablad til sikkerhedsdatablad. Opdateret kontaktoplysninger.

Fjernet instruks om at fglge CLSI vedrgrende prgveindsamling. Fjernet EN 980 og
aendret til EN ISO 15223-1:2021 for symboler. Tilfgjet kontaktoplysninger i tilfselde af
ugnskede haendelser. Afsnit med advarsler og farer tilfgjet.

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

HT100A:

QOO

H271: Kan for@rsage brand eller eksplosion, staerkt brandnaerende.

H302: Farlig ved indtagelse.

H314: For&rsager sveere zetsninger af huden og gjenskader.

H317: Kan fordrsage allergisk hudreaktion.

H334: Kan fordrsage allergi- eller astmasymptomer eller 8ndedraetsbesveer ved inddnding.
H351: Mistaenkt for at fremkalde kreeft.

360FD: Kan skade forplantningsevnen. Kan skade det ufgdte barn.

H373: Kan fordrsage organskader (skjoldbruskkirtel) ved leengerevarende eller gentagen
eksponering ved indtagelse.

H412: Skadelig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.

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

P273: Undg8 udledning til miljget.
P280: Bzer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

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

P304 + P340 + P310: VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk luft og sgrg for,
at vejrtraekningen lettes. Ring omgdende 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

“ Producent

Katalognummer

[:E Se brugsanvisningen Batchkode

Autoriseret reprasentant i Det Den Europaeiske Unions

E Europeeiske Fallesskab/ c E overensstemmelseserklaering
Den Europaeiske Union (defineret in IVDR 2017/746)
. Medicinsk udstyr til
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Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
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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.

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

Bruksanvisning

Silverfarg (modifierad GMS)

Forfarandebeteckning: HT100

MRRCK

q3

Anviandningsomrade

Kittet med silverfarg med modifierat GMS &r avsett for anvandning till histologisk pavisning av
svamp, basalmembran och vissa opportunistiska organismer. Kittet med silverfarg ar avsett for

in vitro-diagnostiskt bruk. Endast for yrkesmassigt bruk. Med de data som erh8lls genom detta
manuella, kvalitativa forfarande identifieras svampar, basalmembran och vissa opportunistiska
organismer i vavnadsprover frdn manniska. Dessa data kan anvandas till hjalp vid diagnostiseringen
av svampinfektioner om de bedéms ihop med 6vriga diagnostiska undersdkningar och uppgifter.

Forfarandena for silverfargning med metenamin-borat &r valdokumenterade.'? For dessa kravs

i allmanhet en omsorgsfull I6sningsberedning innan testet ska genomforas. Losningens héllbarhet
ar begransad och resultaten varierar anmarkningsvart p& grund av metallimpregneringens och den
fotografiska framkallningens nyckfulla natur.

Silverfargkitet som innehaller ett stabilt arbetande silvermetenaminsalt tillsammans med buffert,
toningsreagens och framkallare. Darigenom far laboratoriet ett unikt paket fér visualisering av
svampar, basalmembran och opportunistiska organismer sdsom Pneumocystis carinii.>-> Det ingar
&ven &r en applikation fér snabbférgning i mikrovégsugn.3-6

Kort uttryckt oxideras polysackariderna i de mikrobiella cellvdggarna och basalmembranen till
aldehyder genom en behandling med perjodsyra. Vid basiska pH-varden reducerar aldehydgruppen
silverjonerna till metallfargat silver. Genom skéljning med guldsalter bildas ett hallbarare
guldkomplex och dverskottet av silver avldagsnas genom tiosulfattvatt.

Reagenser

Perjodsyralésning (kat.nr HT1001-100ML)
Perjodsyra, 1 g/dl, i avjoniserat vatten.

Boraxlosning (kat.nr HT1002-100ML)
Borax, 5 g/dl, i avjoniserat vatten. Fara. Orsakar allvarliga brannskador p& huden samt
ogonskador. Anvand skyddshandskar/skyddsklader/skyddsglaségon/ansiktsskydd.

Silvermetenaminreagens (kat.nr HT1003-1VL; HT1003-6VL)

Silvermetenamin, 110 mg/flaska. Fara. Skadligt vid fortéring. Orsakar allvarliga brannskador p%
huden samt 6gonskador. Kan orsaka allergiska eller astmatiska symtom eller andningssvarigheter
vid inandning. Missténks orsaka cancer.

Guldkloridlésning (kat.nr HT1004-100ML)
Guldklorid, 200 mg/dl, i avjoniserat vatten.

Natriumtiosulfatlésning (kat.nr HT1005-100ML)
Natriumtiosulfat, 2 g/dl, i avjoniserat vatten.

Sarskilt materiel som krévs men inte tillhandahalls

o Plasttang eller paraffinbelagd metallt&ng.

e Positiva kontrollglas, sdsom Fungi TISSUE-TROL™ (kat.nr TTR004) ska inkluderas i varje korning.

Motfarger (valfritt)

(Valet beror pd proven och individuella preferenser)

e Tartrazinlosning, kat.nr HT302 [HT3024-120ML; HT3028-250ML]

e Harris hematoxylinlésning, kat. nr. HHS [HHS16-500ML; HHS32-1L; HHS80-2.5L HHS128-4L]

e Eosin Y-l6sning, alkoholhaltig, kat.nr HT1101 [HT110116-500ML; HT110132-1L; HT110180-2.5L;
HT1101128-4L]

e Eosin Y-losning, vattenhaltig, kat.nr HT1102 [HT110216-500ML; HT110232-1L; HT110280-2.5L;
HT1102128-4L]

e Eosin Y-l6sning, alkoholhaltig, med floxin, kat.nr HT1103 [HT110116-500ML; HT110132-1L;
HT110180-2.5L; HT1101128-4L]

e Snabbgrént FCF

e Gulaktigt ljusgrént SF

Endast for standardforfaranden

e \Vattenbad, 62 °C

Endast fér mikrovagsférfaranden

e Coplin-burkar av plast med lock

o Mikrovégsugn

Férvaring och hallbarhet

Forvara perjodsyralosning, silvermetenaminreagens, guldkloridlésning och natriumtiosulfatlésning

i kylskép (2-8 °C).

Forvara boraxlésning i rumstemperatur (18-26 °C). OBS! Borax kan bilda féllningar under

kylférvaringen. L3t den uppnd rumstemperatur och 16s upp den igen fore anvandningstillfallet.

Reagensetiketterna finns respektive utgdngsdatum.

Beredning

Forbered arbetslésningen av silvermetenamin genom att blanda 8 ml boraxlésning, 100 ml
avjoniserat vatten och innehallet i en flaska silvermetenaminreagens. Blanda tills det 16sts upp.
Anvénd I6sningen en gang och kassera den sedan.

OBS! L3t inte arbetslésningen av silvermetenamin komma i kontakt med metaller.

OBS! For att 6ka ut antalet test per injektionsflaska till tva kan silvermetenaminet Iésas i 100 ml
avjoniserat vatten och forvaras med ett tattslutande lock. Denna I6sning ar héllbar i kylskap (2-8 °C)
i 1 m&nad. Nar I6sningen &r klar att anvéanda tar du 50 ml av silvermetenaminlésningen och tillsatter
4 ml boraxlosning. Stall tillbaka eventuell oanvand del av silvermetenaminlésningen i kylsk&pet.

Férvarm alla reagens till rumstemperatur fére anvandningstillfallet.

Forsiktighetsdtgarder

De medicintekniska produkter fér in vitro-diagnostik som ingar i detta kit ar avsedda att anvandas i
klinisk laboratoriemiljo. Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik &r endast avsedda
att anvandas av kvalificerad personal. Medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik frén
Sigma-Aldrich far 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.

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

Fungi TISSUE-TROL™ kontrollglas &r paraffininbidddad djurvavnad som innehéaller svamp och ska
anses vara potentiellt smittsamma.

Forfarande

Provtagning

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

Svampar och opportunistiska organismer sdom P. carinii

Fixera i neutralbuffrad formalin 10 % eller en Bouins I6sning, bédda in i paraffin och skér snitten
i en tjocklek pa 5 mikrometer.!

Basalmembran

Fixera i neutralbuffrad formalin 10 % eller en Bouins-l6sning, béadda in i paraffin och skéar snitten
i en tjocklek pé 1-4 mikrometer.!

Anmarkningar

Fargningsskalarna bor diskas i Dishbrite flytande rengéringskoncentrat for laboratorieglas, kat.nr
S4107 och dérefter rengéras i en blekmedelslésning, skéljas vél i kranvatten och sedan skéljas

i minst minst sex byten med avjoniserat vatten.

Se bruksanvisningen fér anvisningar om mikrovagsugn anvénds.

Standardférfarande

1. Bered en arbetslésning av silvermetenamin enligt beskrivningen i avsnittet "Beredning' och
placera den i ett vattenbad p& 62 °C.

2. Avparaffinera véavnaddssnitten och hydrera till avjoniserat vatten.

3. Placera rehydrerade snitt i en perjodsyralosning och I3t ligga, 5 minuter for svampar och
opportunistiska organismer och 11 minuter for basalmembran.

4. Ta bort objektglasen och skélj med sex byten avjoniserat vatten.

5. For pavisning av svamp och opportunistiska organismer: Placera objektglasen i en
forvarmd arbetslosning av silvermetenamin. Undersok mikroskopiskt efter 20 minuter.
Svampar och opportunistiska organismer ska vara mérkbruna mot en ljusgul bakgrund.

For pavisning av basalmembran: Placeras objektglasen i en forvarmd arbetslosning av
silvermetenamig. Undersék mikroskopiskt efter 30 minuter. Basalmembran ska vara svarta
mot en morkt gulbrun bakgrund.

OBS! Medan du inkuberar snitten i 62 °C placerar du en Coplin-burk med avjoniserat vatten i ett
vattenbad pd 62 °C. Anvand detta vatten till skéljningen innan bedémningen i steg 5.

Undersok snitten mikroskopiskt med angivna intervall for att se att fargningen &r adekvat. Lagg
tillbalia objektglasen i den varma arbetslésningen av silvermetenamin tills dnskad intensitet har
uppnatts.

6. Ta upp objektglasen ur arbetslésningen av silvermetenamin néar en adekvat fargning av
strukturerna har uppnatts och skolj 6 ganger i avjoniserat, rumstempererat vatten.

7. Tona snitten i guldkloridldsning under 30 sekunder.

8. Skolj 6 génger i avjoniserat, rumstempererat vatten.

9. Placera snitten i natriumtiosulfatiosningen och I8t ligga i 2 minuter.

10. Skélj ordentligt under rinnande kranvatten.

11. Gulaktigt ljusgrént SF.

12. Dehydrera i alkohol, rengér i xylen, montera och undersék mikroskopiskt.

Mikrovagsférfarande
1. Avparaffinera objektglasen och hydrera till avjoniserat vatten.
2. Placera objektglasen i 40 ml perjodsyral6sning i en Coplin-burk av plast. Tack Coplin-burken 16st
med lock innan du placerar den i mikrovagsugnen eller anvéand Coplin-burkar med borrade hal
i locket. Varm i mikrovégsugnen p& 800 watt under 10 sekunder. ***Perjodsyralsningen kan
&teranvandas om den anvands i rumstemperatur under 5 minuter istallet for i mikrovagsugn.
***¥For basalmembranen &r inkubationstiden i perjodsyralésning 11 minuter i rumstemperatur.
3. Ta upp objektglasen ur perjodsyraldsningen och skélj med 6 byten avjoniserat vatten.
Placera objektglasen i 40 ml silvermetenaminldsning i en Coplin-burk av plast.
5. Foér svamporganismer: Varm i mikrovgsugn p8 600 watt under 35 sekunder.
Blanda forsiktigt I6sningen med en beralpipett eller appliceringssticka. Inkubera i
2-3 minuter. Efter hogst 2 till 3 minuter placerar du objektglasen i varmt, avjoniserat
vatten och kontrollerar utvecklingen mikroskopiskt. Om inte organismerna ar tillréckligt
utvecklade lagger du tillbaka objektglasen till arbetsldsningen silvermetenamin av och Iater
dem ligga dar i 30 sekunder till 1 minut eller tills 6nskad ton uppnétts.
OBS! Foreslag pé utvecklingstider for foljande svamporganismer:

>

Blastomyces 2 minuter
Pneumocystis 2-3 minuter
Aspergillus 2-3 minuter

For basalmembran: Varm i mikrovdgsugn p& 600 watt under 35 sekunder. Ror forsiktigt
om i Isningen. L&t snitten inkubera i 5 minuter. Varm en andra gang i mikrovagsugn pa
600 watt under 10 sekunder. L3t objektglasen utvecklas under 2 minuter. Kontrollera
objektglasen mikroskopiskt. Om inte objektglasen &r tillréackligt utvecklade upprepar du det
sista steget tills 6nskad ton uppnatts.

Skolj objektglasen i 6 byten med avjoniserat vatten.

Tona snitten i en guldkloridlésning under 30 sekunder i rumstemperatur.

Skolj objektglasen i 6 byten med avjoniserat vatten.

Placera objektglasen i natriumtiosulfatlésning och I8t ligga dér i 2 minuter i rumstemperatur.

10. Skolj ordentligt under rinnande kranvatten.

11. Motfarga efter personlig preferens med tartrazinlésning, snabbgrént FCF, gulaktigt ljusgrént
SF, hematoxylinlésning eller eosin Y-l6sning.

12. Dehydrera i alkohol, rengér i xylen, montera och undersék mikroskopiskt.
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Prestandaegenskaper

Malstruktur Fargningsresultat

Svamp Lila-brunt till svart

P. carinii Lila-brunt till svart
Basalmembran Svart

Bakgrund Beror p& motfargen

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

Analytiska prestandaegenskaper

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

Kat.nr Produktbe- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
skrivning inom inom mellan mellan
analys analys analyser analyser

Periodisk Svampor-

HT1001 syralosning ganismer 3av3 3av3 3av3 3av3
R Svampor-

HT1002 Boraxl8sning ganismer 3av3 3av3 3av3 3av3
Silvermete- Svampor-

HT1003 namin ganismer 3av3 3av3 3av3 3av3
Guldkloridlés-  Svampor-

HT1004 ning ganismer 3av3 3av3 3av3 3av3
Natriumtio- Svampor-

HT1005 sulfatlosning ganismer 3av3 3av3 3av3 3av3

Varningar och faror

Se sakerhetsdatabladet och produktmaérkningen fér uppdaterad information om risker, fara och sékerhet.

HT100A:

QOO

H271: Kan orsaka brand eller explosion; starkt oxidationsmedel.

H302: Skadligt vid fortéring.

H314: Orsakar allvarliga brannskador p8 huden samt 6gonskador.

H317: Kan orsaka en allergisk hudreaktion.

H334 : Kan orsaka allergiska eller astmatiska symtom eller andningssvarigheter vid inandning.
H351: Misstanks orsaka cancer.

360FD: Kan skada fertiliteten. Kan skada det ofédda barnet.

H373: Kan orsaka skador pd organ (skéldkorteln) genom I8ngvarig eller upprepad exponering vid
fortéring.

H412: Skadligt for vattenlevande organismer med I&ngvariga effekter.

P210: Hall borta frén varme, heta ytor, gnistor, ppna I&gor och andra antandningskallor.
Rokning forbjuden.

P273: Undvik utslapp i miljon.
P280: Anvand skyddshandskar/skyddsklader/skyddsglasdgon/ansiktsskydd.

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

P305 + P351 + P338: VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj forsiktigt med vatten i flera minuter.

Ta ut eventuella kontaktlinser om det gr latt. Fortsatt att skélja.
Om det har intraffat en allvarlig incident medan denna enhet anvénts eller som ett
resultat av att den har anvénts, 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

u Tillverkare

Katalognummer

Se bruksanvisningen Batchkod

Auktoriserad representant i

(I
Europeiska gemenskapen/ c
&
A
il

EU-férsékran om 6verensstammelse
(definieras i IVDR 2017/746)

m

Europeiska unionen

Medicinteknisk produkt for

Utgangsdatum in vitro-diagnostik

Temperaturgréns Iakttag forsiktighet

@[3

Tillverkningsdatum Importor

Referenser

1. Sheehan DC, Hrapchak BB: Theory and Practice of Histotechnology, 2nd ed., CV Mosby Co. St.
Louis (MO), 1980

2. Koski JP: Silvermetenamin-borat (SMB): Cost reduction with technical improvement in silver
nitrate-gold chloride impregnations. J Histotechnol 4:115, 1981

3. Churukian CJ, Schenk EA, Clark G: Spad ammoniakhaltigt silver som ersattning for metenaminsilver
for pavisning av Pneumocystis carinii och svamp. Lab Med 17:87, 1986
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Kontaktuppgifter

For att gora en bestallning beséker du var webbplats pa SigmaAldrich.com. Fér teknisk service beséker
du sidan for teknisk service pa var webbplats SigmaAldrich.com/techservice.
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for diagnostisering" till "Anvandningsomrade". Reviderat "Anvandningsomrade”
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Instrugdes de utilizagdo

Coloracao de prata
(GMS modificado)

Procedimento n.© HT100

ce MRRCK

Utilizagdo prevista

O kit de coloragdo de prata (GMS modificado) destina-se a ser utilizado na demonstragéo histoldgica
de fungos, membrana basal e alguns microrganismos oportunistas. O kit de coloragdo de prata
destina-se a “Utilizagdo em diagndstico in vitro”. Apenas para utilizagdo profissional. Os dados
obtidos a partir deste procedimento qualitativo manual identificam fungos, membrana basal

e alguns microrganismos oportunistas em amostras de tecidos de espécimes humanos.

Quando revistos em conjunto com outras informacdes e testes de diagndstico, estes dados podem
ser utilizados como auxiliar no diagndstico de infegdes fungicas.

Os procedimentos de metenamina-borato de prata estdo bem documentados.? Geralmente,
estes requerem uma preparagdo elaborada da solugdo antes da realizagdo do teste. A estabilidade
da solugdo ¢ limitada e os resultados variam notavelmente devido a natureza caprichosa da
impregnagdo do metal e do desenvolvimento fotografico.

O kit de coloragdo de prata incorpora um sal de metenamina de prata ativo estavel, juntamente
com tampdo, reagente de tonificagdo e revelador. Isto fornece ao laboratério um pacote Unico
para visualizagdo de fungos, membrana basal e microrganismos oportunistas como Pneumocystis
carinii.>-5 Esta incluida uma aplicagdo para coloragdo rapida utilizando um forno de micro-ondas.?

Em resumo, a parede celular microbiana e os polissacaridos da membrana basal sdo oxidados em
aldeidos por tratamento com acido periddico. O grupo aldeido, a pH alcalino, reduz o ido de prata
a prata metdlica. O enxaguamento com sais de ouro forma um complexo de ouro mais estavel

e 0 excesso de prata é removido por uma lavagem com tiossulfato.

Reagentes

Solug&o de acido periédico (N.° de cat. HT1001-100ML)
Acido periddico, 1 g/dL, em &gua desionizada.

Solug&o de bérax (N.° de cat. HT1002-100ML)

Borax, 5 g/dL, em agua desionizada. Perigo. Provoca queimaduras cuténeas graves e lesdes oculares.
Usar luvas de protegdo/vestuario de protegdo/protegdo ocular/protegdo facial.

R e de met ina de prata (N.° de cat. HT1003-1VL; HT1003-6VL)

Metenamina de prata, 110 mg/frasco. Perigo. Nocivo por ingestdo. Provoca queimaduras cutaneas
graves e lesdes oculares. Pode causar sintomas alérgicos ou de asma ou dificuldades respiratérias
se inalado. Suspeito de provocar cancro.

Solugdo de cloreto de ouro (N.° de cat. HT1004-100ML)
Cloreto de ouro, 200 mg/dL, em &gua desionizada.

Solugao de tiossulfato de sodio (N.° de cat. HT1005-100ML)
Tiossulfato de sddio, 2 g/dL, em agua desionizada.

Materiais especiais necessarios mas nao fornecidos

* Pinga de plastico ou pinga metalica revestida com parafina.

* Devem ser incluidas em cada série Idminas de controlo positivo, como Fungi TISSUE-TROL™
(N.0 de cat. TTR004).

Contracoloragoes (opcional)

(a escolha depende da amostra e das preferéncias individuais)

¢ Solugdo de tartrazina, N.° de cat. HT302 [HT3024-120ML; HT3028-250ML]

e Solugdo de hematoxilina de Harris, N.° de cat. HHS [HHS16-500ML; HHS32-1L; HHS80-2.5L;
HHS128-4L]

¢ Solugdo de eosina Y, alcodlica, N.° de cat. HT1101 [HT110116-500ML; HT110132-1L;
HT110180-2.5L; HT1101128-4L]

e Solugdo de eosina Y, aquosa, N.° de cat. HT1102 [HT110216-500ML; HT110232-1L; HT110280-2.5L;
HT1102128-4L]

¢ Solugdo de eosina Y, alcodlica, com floxina, N.° de cat. HT1103 [HT110316-500ML; HT110332-1L;
HT110380-2.5L; HT1103128-4L]

e FCF verde rapido

e SF verde claro amarelado

Apenas para o procedimento padrao:

e Banho de 4dgua, 62 °C

Apenas para procedimentos em micro-ondas:

¢ Jarras de Coplin de plastico com tampas

¢ Forno micro-ondas

Conservagao e estabilidade

Armazene a solugdo de &cido periddico, o reagente de metenamina de prata ativo, a solugdo de cloreto

de ouro e a solugdo de tiossulfato de sddio refrigerada (2-8 °C).

Armazene a solugdo de bdrax a temperatura ambiente (18-26 °C). NOTA: O bdérax pode formar
precipitado durante a refrigeragdo. Deixe atingir a temperatura ambiente e volte a dissolver antes
de utilizar.

As etiquetas dos reagentes tém data de validade.

Preparagdo
Prepare a solugdo de trabalho de metenamina de prata combinando 8 mL de solugdo de bérax, 100 mL
de dgua deionizada e o conteldo de um frasco de reagente de metenamina de prata. Misture até
dissolver. Utilize uma vez e, em seguida, elimine.

NOTA: N&o permita que a solugdo de trabalho de metenamina de prata entre em contacto com metais.
NOTA: Para aumentar os testes por frasco para dois, a metenamina de prata pode ser dissolvida
em 100 mL de dgua desionizada e armazenada bem tampada. Esta solugdo permanece estavel quando
refrigerada (2-8 °C) durante 1 més. Quando estiver pronto a utilizar, misture 50 mL de uma solugdo
de metenamina de prata com 4 mL de solugdo de bdrax. Devolva a porgdo ndo utilizada de solugdo de
metenamina de prata ao frigorifico.

Pré-aquega todos os reagentes até a temperatura ambiente antes da utilizagdo.

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 cromética e acuidade visual para distinguir
cores e outros objetos ao microscépio.

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

As laminas de controlo Fungi TISSUE-TROL™ consistem em tecidos animais incluidos em parafina
contendo fungos 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 n&o transmitirdo infegdes. Por conseguinte, todos os derivados de sangue
ou amostras de tecido devem ser considerados potencialmente infeciosos.

Fungos e microrganismos oportunistas como P. carinii

Fixe em formalina em tamp&o neutro a 10% ou em solugdo de Bouin, incorpore em parafina e corte
secgbes de 5 micrones.!

Membrana basal

Fixe em formalina em tamp&o neutro a 10%, em solugéo de Bouin ou de Zenker e corte secgdes de
parafina de 1-4 micrones.!

Notas

As tinas de coloragdo devem ser lavadas em concentrado de limpeza de vidro liquido de laboratério
Dishbrite, N.° de cat. S4107, em seguida em solugdo de lixivia, bem enxaguadas em &gua da torneira
e depois em pelo menos 6 mudas de dgua desionizada.

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

Procedimento padrdo

1. Prepare a solugdo de trabalho de metenamina de prata conforme descrito na secgéo
“Preparagdo” e coloque em banho-maria a 62 °C.

2. Desparafinize as secgdes de tecido e hidrate com agua desionizada.

3. Coloque secgBes reidratadas em solugdo de acido periédico durante 5 minutos para fungos
e microrganismos oportunistas ou durante 11 minutos para a membrana basal.

4. Retire as laminas e lave em 6 mudas de agua desionizada.

5. Para demonstragdo de fungos e microrganismos oportunistas, coloque as laminas em
solugdo de trabalho de metenamina de prata pré-aquecida. Examine microscopicamente apds
20 minutos. Os fungos e microrganismos oportunistas devem ser castanhos escuros contra um
fundo amarelo palido.
Para d ragdo da ana basal, coloque as ldminas em solucdo de trabalho de
metenamina de prata pré-aquecida. Examine microscopicamente apos 30 minutos. A membrana
basal deve ser preta contra um fundo castanho-amarelado escuro.
NOTA: Ao incubar secgdes a 62 °C, coloque uma jarra de Coplin com &gua desionizada
em banho-maria a 62 °C. Utilize esta agua para o enxaguamento antes da avaliagdo no
Passo 5. Examine microscopicamente as secg0es para uma coloragdo adequada a intervalos
determinados. Devolva as ldminas a solugdo de trabalho de metenamina de prata quente até
que a intensidade desejada seja alcangada.

6. Remova as laminas da solugdo de trabalho de metenamina de prata apds ter sido obtida uma
coloragdo estrutural adequada e lave 6 vezes em agua desionizada a temperatura ambiente.

7. Realize a coloragdo das secgBes em solugdo de cloreto de ouro durante 30 segundos.

8. Lave em &gua desionizada a temperatura ambiente 6 vezes.

9. Coloque as secgBes em solugdo de tiossulfato de sddio durante 2 minutos.

10. Lave bem em agua da torneira corrente.

11. Proceda a contracoloragdo de acordo com a preferéncia pessoal com solugdo de tartrazina,

FCF verde rapido, SF verde claro amarelado, solugdo de hematoxilina de Harris ou solugéo
de eosina Y.
12. Desidrate em &lcool, limpe em xileno, monte e examine microscopicamente.

Procedimento em micro-ondas

1. Desparafinize e hidrate as Idminas com agua desionizada.

2. Coloque as laminas em 40 mL de solugdo de &cido periddico contida numa jarra de Coplin

de plastico. Cubra a jarra de Coplin sem apertar com a tampa antes de a colocar num forno

micro-ondas ou utilize jarras de Coplin com orificios perfurados nas tampas. Coloque no micro-

ondas a 800 watts durante 10 segundos. ***A solugdo de &cido periddico pode ser reutilizada
se utilizada a temperatura ambiente durante 5 minutos em vez de no micro-ondas. ***Para
membranas basais, o tempo de incubag&o da solugdo de acido periddico é de 11 minutos

a temperatura ambiente.

Retire as laminas da solugdo de &cido periddico e lave em 6 mudas de agua desionizada.

4. Coloque as |aminas em 40 mL de solugdo de trabalho de metenamina de prata contida numa
jarra de Coplin de plastico.

5. Para microrganismos fangicos, coloque no micro-ondas a 600 watts durante 35 segundos.
Misture suavemente a solugdo com uma pipeta de Beral ou uma vareta aplicadora. Deixe incubar
durante 2-3 minutos. Ndo mais do que 2 a 3 minutos depois, coloque as lédminas em agua
desionizada morna e verifique microscopicamente o desenvolvimento. Se os microrganismos ndo
estiverem suficientemente desenvolvidos, volte a colocar as Idminas na solugéo de trabalho
de metenamina de prata e deixe repousar durante 30 segundos a 1 minuto ou até se obter
o tom desejado.

w
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NOTA: Os tempos de desenvolvimento sugeridos para os seguintes microrganismos fungicos sao
0s seguintes:

Blastomyces 2 minutos
Pneumocystis 2-3 minutos
Aspergillus 2-3 minutos

Para a membrana basal, coloque no micro-ondas a 600 watts durante 35 segundos.

Agite suavemente a solugdo. Deixe as ldminas incubar durante 5 minutos. Leve ao micro-ondas
uma segunda vez a 600 watts durante 10 segundos. Deixe as ldminas desenvolverem durante
2 minutos. Verifique microscopicamente as laminas. Se as Iaminas ndo estiverem suficientemente
desenvolvidas, repita o Gltimo passo até obter o tom desejado.

6. Lave as ldaminas em 6 mudas de agua desionizada.

7. Realize a coloragdo das laminas em solugdo de cloreto de ouro durante 30 segundos a temperatura
ambiente.

8. Lave as ld&minas em 6 mudas de dgua desionizada.

9. Coloque as ldminas em solugdo de tiossulfato de sddio durante 2 minutos a temperatura ambiente.

10. Lave bem em agua da torneira corrente.

11. Proceda a contracoloragdo de acordo com a preferéncia pessoal com FCF verde rapido, SF verde
claro amarelado, solugdo de tartrazina, solugdo de hematoxilina ou solugdo de eosina Y.

12. Desidrate em alcool, limpe em xileno, monte e examine microscopicamente.

Caracteristicas de desempenho

Estrutura alvo Resultado de coloragédo

Fungos Castanho-arroxeado a preto
P. carinii Castanho-arroxeado a preto
Membrana basal Preto
Fundo Dependente da contracoloragéo

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 Descrigdo do Alvo Especifici- Sensibili- Especifici- Sensibili-
cat. produto dade dade dade dade
intraensaio intraensaio inter io interensaio
Solugéo . .
HT1001 de &cido n':'gcsr?;?f’l‘c'zs 3de3 3de3 3de3 3de3
periddico 9
Solugdo de  Microrganis-
HT1002 bdrax mos fungicos 3de3 3de3 3de3 3de3
Metenamina  Microrganis-
HT1003 de prata mos fangicos 3de3 3de3 3de3 3de3
Solugdo de . .
Microrganis-
HT1004 cloreto de mos fungicos 3de3 3de3 3de3 3de3
ouro
Solugdo de . .
HT1005 tiossulfato de M'Cr‘;r,gaf."s' 3de3 3de3 3de3 3de3
sodio mos flngicos

Avisos e perigos

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

HT100A:

SPOD

H271: Risco de incéndio ou de explosdo; muito comburente.

H302: Nocivo por ingestdo.

H314: Provoca queimaduras cuténeas graves e lesdes oculares.

H317: Pode provocar uma reagdo alérgica cuténea.

H334: Quando inalado, pode provocar sintomas de alergia ou de asma ou dificuldades respiratorias.
H351: Suspeito de provocar cancro.

360FD: Pode afetar a fertilidade. Pode afetar o nascituro.

H373: Pode afetar os orgédos (tiroide) apds exposicdo prolongada ou repetida, em caso de ingest&o.
H412: Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

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

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

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

P304 + P340 + P310: EM CASO DE INALA(;Z\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
4gua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe 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

u Fabricante Ndmero de catdlogo

Consultar as instrugdes de utilizagdo Cddigo do lote

Representante autorizado na
Comunidade Europeia/
Unido Europeia

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

Dispositivo médico para diagndstico

Data de validade

(3]
2
A

in vitro
Limite de temperatura A Atengéo
&] Data de fabrico % Importador
Referéncias

1. Sheehan DC, Hrapchak BB: Theory and Practice of Histotechnology, 2nd ed., CV Mosby Co. St.
Louis (MO), 1980

2. Koski JP: Silver methenamine-borate (SMB): Cost reduction with technical improvement in silver
nitrate-gold chloride impregnations. J Histotechnol 4:115, 1981

3. Churukian CJ, Schenk EA, Clark G: Dilute ammoniacal silver as a substitute for methenamine silver

to demonstrate Pneumocystis carinii and fungi. Lab Med 17:87, 1986

Leong AS-Y, Milios J: Rapid immunoperoxidase staining of lymphocyte antigens using microwave

irradiation. J Pathol 148:183, 1986
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Informacgodes de contacto

Para encomendar, visite o0 nosso site SigmaAldrich.com. Para Assisténcia técnica, visite a pagina de
assisténcia técnica no nosso site SigmaAldrich.com/techservice.
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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 precaugdes. 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 informag0es de contacto.
Remogdo da instrugdo para seguir o CLSI na colheita de amostras. Remog&o 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,
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 operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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03dnyieg xpriong

Xpwon apyupou
(Tpononoinpevn GMS)

Aiadikaoia ap. HT100

Ce MRRCK

Mpoopigopevn Xpion

To KIT Xpwaong apyUpou Tpononoinuévng GMS is npoopileTal yia Xprion oTnv IGTOAOYIKR avayvapion
HUKATWV, BAciknG HEPBPAVNG KAl OPIOUEVMV EUKAIPIAKAOV 0pYavIoH®V. To KIT Xpwong apyUpou
npoopilerai yia «in vitro diayvwaoTikr Xprion». Ia enayyeAparikn xprion povo. Ta dedopéva nou
AapBdvovTal and auTn Tn Wn auTtopatn, noloTikh diadikacia avayvwpifouv HUKNTES, BACIKn HEPBPAVN
Kal OPICHUEVOUG EUKAIPIAKOUG Opyaviopoug o€ deiydata avBpwnivwy 10Tav. AuTd Ta dedopéva,

oTav e&eTtalovTal oe oUVOUAOHO HE AAAEG DIaYVWOTIKEG EEETATEIG KAl MANPOPOPIES, HNopoUV va
xpnoigonoinBolv wg Bondnua yia Tn didyvwaon HUKNTIAoIKOV AOIHOEEWV.

01 diadikaoieg Bopikng peBevapivng apylpou gival KAA®G TEKHNPIWHEVEG. 2 Tevikd, anairouv
AenTOPEPT NAPACKeUT Tou SIAAUPATOG Npiv anod Tnv ekTéAeon TNG SOKIPAG. H aTaBepdTnTa Tou
S1aAUpaTOG €ival MEPIOPICHEVN Kal TA ANOTEAEOUATA MOIKIAAOUV ONUavTiKa Adyw Tng 1810Tponng
@UONG TOU EUNOTIOHOU TWV HETAAAWY Kal TNG pWTOYPAPIKNG avanTugng.

To KIT Xpong apyupou nepiAappavel éva otabepd alag pebevapivng apyUpou epyaciag paldi pe
puUBuICTIKO diGAupa, avTidpacTnpio xpwpaTtoTponng (toning) kai developer. AuTd napéxel aTo
£pYAOTAPIO £va HOVAdIKO NAKETO yia TNV OMTIKOMNOINGN HUKATWY, BACIKNAG HEPMBPAVNG KAl EUKAIPIAKMV
0pYavIoU®V 6nwg Pneumocystis carinii.>-> NepIAaUBAveTal pia pappoyr yia Taxeia xpmon He Xxpnon
POUPVOU HIKPOKUHATWV.36

Ev ouvTopia, ol NOAUCAKXAPITEG TOU HIKPOPIAKOU KUTTAPIKOU TOIXWHATOG Kal TNG BAdiKnG pHeRPpavng
okeidwvovTal oe aAdelideg PEow eneEepyaciag pe nePIodiko o&U. H aAdeldikn opada, oe aAkaAiko
pH, avayel Ta 16vta apyUpou og PETAANIKO Apyupo. H EknAuon pe aAaTta Xpuoou oxnuatilel Eva nio
oTabepd oUPNAOKO XpUooU Kal N nepiooeia apyUpou anopakpUveTal He NAUCN pe BeloBenkd aiag.

AvTidpaoTipia

AiaAupa nepiodikol 0&Eog (ap. katahoyou HT1001-100ML)
Mepiodiko o&U, 1 g/dL, og anioviopévo vepo.

AiaAupa Bopaka (ap. kataAoyou HT1002-100ML)

Bopakag, 5 g/dL, oe anioviopévo vepo. Kivduvog. MpokaAei coBapd deppaTika eykalpara Kal
opBaApIkéG BAABEG. Na (popaTe NPOaTATEUTIKA YAVTIA/NPOCTATEUTIKA EVOUNATA/HEDTA ATOMIKNG
npooTaciag yia Ta PaTia/To npoowno.

AvTiIdpacThpio pedevapiving apylpou (ap. kataAdyou HT1003-1VL; HT1003-6VL)

MeBevapivn apylpou, 110 mg/@iaAidio. Kivduvog. EniBAaBEg ae nepinTwan kaTanoong. MpokaAei
ooPapa deppatika eykaupaTa kal opOaAIkeG BAGBEG. Mnopei va NpokaA£oel AAAEPYIKA CUPNTOHATA
1 oupnT®@UaTa aobparog f duonvola oe NEPINTWON EICMVONG. 'YMOMTO Yia NPOKANGN KapKivou.

AidAupa xAwpiouxou Xxpuoou (ap. katahoyou HT1004-100ML)
XAwpiouxog xpuaodg, 200 mg/dL, og aniovioPEVO VEPO.

AiaAupa Bg100e11koU vaTpiou (ap. kataAoyou HT1005-100ML)
©el00e1kd vaTplo, 2 g/dL, og anioviopEVo vepo.

Eidikd uAika nou anairouvTal aAAa dev napéyovTal

o TAaoTikr) AaBida r) peTaAAikn AaBida enikaAuppevn pe napagivn.

o OETIKEG QVTIKEIHEVOPOPOI EAEYXOU, OnwG Fungi TISSUE-TROL™ (ap. kataAdyou TTRO04) npénel
va nepiAappavovTal o€ KABe eKTEAEDN.

AVTIXP®OEIG (NPOAIPETIKAG)

(n emiAoyr) eEapTaral anod To deiypa Kari TIG ATOUIKEG NPOTIUMTEIG)

e AiGAupa TapTpadivng, ap. kataAdyou HT302 [HT3024-120ML, HT3028-250ML]

e AiGAupa aipato&uAivng Harris, ap. katahoyou HHS [HHS16-500ML, HHS32-1L, HHS80-2.5L,
HHS128-4L]

e AlGAupa nwaivng Y, aAkooAIkd, ap. kataAdyou HT1101 [HT110116-500ML, HT110132-1L,
HT110180-2.5L, HT1101128-4L]

e AlGAupa nwoivng Y, udaTiko, ap. kataAdyou HT1102 [HT110216-500ML, HT110232-1L,
HT110280-2.5L, HT1102128-4L]

e AlGAupa nwoivng Y, aAkooAIko pe QAogivn, ap. katahdyou HT1103 [HT110316-500ML,
HT110332-1L, HT110380-2.5L, HT1103128-4L]

e Fast Green FCF

¢ Light Green SF Yellowish

INa Tunmikn diadikacia povo:

e YdatolouTpo, 62 °C

MNa d1adikacia HIKPOKUPATWV HOVO:

o TMAaoTika doxeia Coplin pe kanaki

e ®oUpVOG HIKPOKUPATWV

®UAagn kal oTabepoTnTa

®duAacoeTe To diAAUpa neplodikol 0&EoG, To avTIdpacTnpio HeBevapivng apylpou epyaaiag,

T0 diaAupa XAwploUxou XpuooU Kai To didAupa Belobeikol vaTpiou o Wugn (2-8 °C).

®uAaooeTe To dlaAupa Bopaka o€ Beppokpacia dwpatiou (18-26 °C). ZHMEIQZH: O Bopakag
unopei va oxnuarioer ifnua kata tn didpkeia Tng WUENG. ®épTe oe Beppokpaaia dwuatiou Kai
S1aAUCTE €K VEOU MpIV ano Tn Xpron.

O1 ETIKETEG TWV AVTIOPACTNPIWV AVAPEPOUV TNV NUEPOMNVia An&nG.

Mapaokeun

MNapaokeudaoTe To didAupa peBevapivng apyupou epyaciag cuvdualovtag 8 mL diaAupartog Bopaka,
100 mL anioviopévou VEpPOU Kal To MEPIEXOMEVO eVOG @IaAidiou avTidpaaTnpiou pebevapivng apylpou.
AvapeiEre péxpl va diaAuBoUv. XpnaoidonoIfoTe pia popa Kal oTn CUVEXEIA anoppiyTe.

ZHMEIQZH: Mnv agrvere To didAupa pebevapivng apyUpou epyaciag va €pbel o€ enagn Pe PETAAA.
THMEIQZH: MNa va augnBoulv ol SoKIPEG ava giaAidio oe dUo, N peBevapivn apyupou pnopei va
d1aAuBei og 100 mL aniovioPEVoU VEPOU Kal va anoBnKeUTE Pe EpUNTIKA KAEIOTO kandaki. To diaAupa
auTod napapével oTabepo oe WUEn (2-8 °C) yia 1 priva. ‘OTav €ioTe £ToIPOI yia Xpron, napte 50 mL
£vOG dlaAUpaTog peBevapivng apyUpou kai npocBéate 4 mL diaAUpaTtog Bopaka. EMoTpeWTe TO
axpnaolponoinTo PéPog Tou diaAlpaTog peBevapivng apyUupou oTo Wuyeio.

MpoBeppaveTe 6Aa Ta avTidpacTrpia oe Beppokpacia dwpatiou npiv and Tn xpnon.

Mpo@uAdageig

Ta BonBnuata IVD nou nepiAapgBavovTal 0€ auta Ta KIT NpoopifovTal yia in vitro diayvwaoTikn xpnon
o€ nepIBAAoV KAIVIKoU epyacTnpiou. Auta Ta BonBrjuara IVD npoopidovTal yia enayyeARaTiki xpron
HOvo anod e&eIdikeupevo npoownikd. Ta Bondnuara IVD Tng Sigma-Aldrich pnopouv va xpnaoigonoliouvTai
ano epyacTnpiako Npoownikd To oMoio ival eKNaideUpéVo va XelpileTal avBpwniva deiypara nou
Hnopei va gival poAuopaTikda, va Xpnolponolel JIKpooKOomnia Kal GAAOV £pyacTnpiako €E0nNAIOHO Kal
S1aBETel avTIANWn TWV XPWHATWV Kal onTiki 0§UTNTA yia va dIaKpivel Ta Xp®UaTa Kal AAAa avTikeipeva
KATW anod To HIKPOOKOMIO.

Mpéner va akoAouBoUvTal o GUVNABEIG MPOPUAAEEIG KATA TOV XEIPIOHO EPYACTNPIAKAV AVTISPATTNPIWV.
AnoppiyTe Ta andfANTa TNPWVTAg 6AOUG TOUG TOMIKOUG, MOAITEIAKOUG, MEPIPEPEIAKOUG I €BVIKOUG
KAVOVIGHOUG.

01 avTiKeIpeVoPopol ehéyxou Fungi TISSUE-TROL™ eival eykAeIopévog og napa®ivn {wikog I0TOG nNou
nepiEXel HUKNTEG Kal Ba npénel va Bewpeital SuvnTika HOAUOHATIKOG.

Aladikaocia

SuAAoyn delypaTwv

Kapia yvwoTr péBodog dokipaciag dev propei va npoo@épel nAnpn diapeBaiwon oTi Ta deiypara
aiparog ry 10ToU dev Ba PeTadwoouv AoidwEn. Enopévmg, OAa Ta napdywya aipatog f Ta deiypara
10TOU Ba npénel va BewpouvTal wG duvnTIKA HOAUCUATIKA.

MUKNTEG KAl EUKAIPIAKOI OpyavioHoi Onwg P. carinii

MoviponoinoTe oe 10% oudéTepo pubpIoTIkO SidAupa @oppaiivng r diaAupa Bouin, eykAeioTe o€
napagivn kar KOWTe TopéG 5 micron.t

Baocikn pepppavn
MoviponoifoTe og 10% oud&Tepo puBIOTIKO SiaAupa Goppaiivng, didAupa Bouin r) Zenker kal kKOWTe
TopéG napagivng 1-4 micron.*

SNUEIDOEIG

Ta okeln XpWOoNG NPENEN va NAEVOVTAl JE CUUMNUKVWHEVO UYpO KaBapiopoU UGAIVWY OKEUGV £pyacTnpiou
Dishbrite, ap. katahoyou S4107, oTn cuvexela e diaAupa xAwpivng, va EenAévovTal KaAa o€ vepo
BpUONG Kal aTn GUVEXEIQ O TOUAAXIOTOV 6 AAAAYEG aMIOVIOHEVOU VEPOU.

Edv XpnoIKOMOIEiTal poUPVOG HIKPOKUKATWY, avaTpeETe 0TO EyXEIPIdI0 XPAONG Yia odnyieg.

Tunikn diadikaaia

1. MapaokeudoTe diGAupa pebevapivng apyUpou epyaaciag onwg neplypageTal aTnv evotTnTa
«Mapackeun» kal TonoBeTHATE To 0€ USATOAOUTPO 62 °C.

2. Anonapa@IivoTe TIG TOUEG I0TOU Kal EVUSATMOTE €K VEOU OE AMIOVIOHEVO VEPO.

3. TonoBeTNOTE TIG ENAVEVUSATWHEVEG TOHEG OE DIAAUMA NeEPIOdIKOU 0EE0G yia 5 AenTa yia JUKNTEG
Kal eukaipiakoUg opyaviopoug n 11 AenTa yia Bacikr pepBpavn.

4.  AQQIPECTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG Kal EENAUVETE O 6 AAAAYEG AMIOVIOHEVOU VEPOU.

5. TMa Tnv avayvopion HUKATOV KAl EUKAIPIGKOV OPYAVIGH®V, TONOBETNOTE TIG
QVTIKEIHEVOPOPOUG OE NpoBeppacpevo dialupa pebevapivng apyupou epyaaciag. EEeraoTe
HIKPOOKOMIKA HETA anod 20 AenTd. O HUKNTEG KAl Ol EUKAIPIAKOI OPYavIOUOi MPENEI va £X0UV
OKOUPO KAE XpWHA OE avoIxTo KiTpivo undBabpo.

MNa Tnv avayvopion Bacikng HEEBPAVNG, TONOOETNOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG OE
npoBeppacpévo diaAupa pebevapivng apylpou epyaciag. EEETAOTE PIKPOOKOMIKA YETA anod
30 AenTa. H Baoikn pepBpavn npénel va eival aupn o€ okoUpo KiTpIvo-Kape unopadpo.
ZHMEIQZH: Kata Tnv en®aon Top®v oToug 62 °C, TonoBeTroTe €va doxeio Coplin nou
NEPIEXEI ANIOVIOPEVO VEPO O UBATOAOUTPO 62 °C. XpNCIPONOoINOTE AQUTO TO VEPO yia EKNAUGH
npiv ano tnv agloAdynon aro Brpa 5. EEETACTE TIG TOPEG HIKPOTKOMIKA YIA ENAPKI XPWON
oTa KabopIopEva Xpovika dlacTnuara. ENoTpEWTE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG 0To {e0TO diaAupa
Hebevapivng apyUpou epyaaiag Péxpl va eniteuxBei n emBupnTr €vraon.

6. AQQIPECTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG and To diahupa pebevapivng apyUpou epyaciag apou eniteuxOei
€napkng Sopikn xpwon Kal EENAUVETE 6 POPEG Oe anioVIOUEVO VEPO Ot Bepokpaaia dwuaTiou.

7. TIpoBeiTe O XpWHATOTPOM TWV TOPMOV O IAAUMA XAwPIoUXoU Xpudou yia 30 deutepoAenTa.

8. ZenAUVeTe PE aniovIoPEVO VEPO OE BeppoKpacia dwpaTiou 6 POPEG.

9. TonoBeTroTeE TIG TOPEG O didAupa BeloBelkol vaTpiou yia 2 AenTa.

10. TIAUveTe KaAG O TpeXOUHEVO vePd Bpliong.

11. AvTIXpwpaTioTe avaloya pe TNV Npoowmikr npoTipnon pe diaAupa Taptpalivng, Fast Green

FCF, Light Green SF Yellowish, diaAupa aipato§uAivng Harris 1} didAupa nwaivng Y.
12. A@udaTtwoTe g aAAKOOAN, dlauydoTe o€ EUAEVIO, KOAUWTE Kal EEETACTE PIKPOTKOMIKA.

Aladikaaoia PIKPOKUPATWY

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

2. TonoBeTrOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG 0 40 mL S1aAUPaATOG NEPIODIKOU 0EEOG MOU MEPIEXETAI
oe nAaoTIko doxeio Coplin. KaAUyTe xahapa To doxeio Coplin pe KanAki NpIv To TONOOETAOETE
aTOV (POUPVO HIKPOKUHATWY ) Xpnaiponoinate doxeia Coplin pe onég ota kandkia. EpapuooTe
HikpokUpaTta ota 800 watt yia 10 deutepoAenTa. ***To diGAupa neplodikoU 0&E0G pnopei
va enavaypnaoiponoinBei eav xpnoiponoinénke oe Beppokpacia dwuariou yia 5 Aenta avTi
YIG GOUPVO HIKPOKUHATWV. ***[a BaCIKEG HEPBPAVEG, O XPOVOG ENWACNG Tou dIaAUpATOG
nepiodikoU o&¢og eival 11 AenTa o€ Beppokpacia dwpariou.

3.  AQQIpECTE TIG AVTIKEIHEVOPOPOUG and To dIaAupa neplodikoU o&Eog kal EeNAUVETE o 6 aAAayEg
anioviopévou vepou.

4. TonoBeTAOTE TIG AVTIKEIHEVOPOPOUG o 40 mL diaAUpaTog peBevapivng apyUpou epyaciag nou
nepiéxeTar oe NAaoTikd doxeio Coplin.

5. Tia HUKNTIaKOUG opyavioHoUG epappooTe pIkpokUpaTa ota 600 watt yia 35 deutepoAenTa.
Avapeigre nnia To diaAupa pe ninéra Beral r) oTeIAed @appoync. AQROTE va eNwacTei yia
2-3 AenTd. MeTa ano oxl NepIoooTEPO and 2 éw¢ 3 AenTa, TONOOETAOTE TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG
o {e0TO ANIOVIOHEVO VEPO Kal EAEYETE TNV avanTugn pikpookonika. Eav ol opyaviopoi dev
£XOUV avanTuxBei ENapkwG, ENICTPEYTE TIG AVTIKEIHEVOPOPOUG 0TO SidAupa pebevapivng
apyUpou epyaociag kar apraoTe va napaypeivouv yia 30 deutepoAenta £we 1 AenTo ) €0G OTOU
ENITEUXOEI 0 EMBUPNTOG TOVOG,.
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SHMEIQZH: O1 npoTelvopevol xpOvol avanTugng yia Toug akdAouBoug HuKNTIakoUG 0pyaviopoug
£XOUV WG EENG:

BAQoTOPUKNTEG 2 AenTd
Pneumocystis 2-3 AenTa
Aspergillus 2-3 Aenta

MNa Baoikn pepppavn , pappooTe pikpokUpaTa ota 600 watt yia 35 deutepoAenTa. AvadeuoTe fnia
T0 dIGAuPa. AQROTE TIG AVTIKEILEVOPOPOUG VA ENwacTouV yia 5 Aenta. EQappooTe pikpokUpaTa yia
deuTepn Gopd ota 600 watt yia 10 deutepOAenTa. APrOTE TIG AVTIKEIUEVOPOPOUG va avanTuyxfouv
yia 2 AenTa. EAEYETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG HIKPOOKOMIKA. EAV 01 QVTIKEILEVOPOPOI dEV EXOUV
avanTuyBei enapkwg, enavaldpete To TeAeuTaio PriHa £wg OTOU enITEUXBE 0 EMBUPNTOG TOVOG.

6. ZenAUVETE TIG QVTIKEIHEVOPOPOUG O 6 AANAYEG aMIoVIOUEVOU VEPOU.

7. TIpoBeiTe O XpWHATOTPONMN TWV AVTIKEIHEVOPOPWV OE SIAAUNA XAWPIOUXOU XpUCOU yia
30 deutepOAenTa os Beppokpacia dwpariou.

8. ZenAUVETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG O 6 AAAAYEG AMIOVIGHEVOU VEPOU.

9. TonoBEeTAOTE TIG AVTIKEILEVOPOPOUG O dlaAupa BgioBelikou vaTpiou yia 2 AenTa o Beppokpacia
dwpariou.

10. TMAUveTE KaAG OE TPEXOUHEVO VEPD BpUONG.

11. AvTiXpwpaTioTe avaloya e TNV npoownikr npoTipnon pe Fast Green FCF, Light Green SF Yellowish,
di1aAupa TapTpaldivng n diaAupa aipato&uAivng n diaAupa nwaivng Y.

12. A@udatwoTe 0 AAKOOAN, dlauyacTe oe EUAEVIO, KAAUWTE Kal EEETACTE WIKPOTKOMIKA.

XapakTnpioTikaG anodoong

ZTOXEUOMEVN dopn AnoTéAecpa Xpwong

MUKNTEG MoB-kapé £wg paupo

P. carinii MoB-kapé éwg paupo
Baoikn pepBpavn Maupo

Ynopabpo E&apTaral and Tnv avrixpwon

Eav Ta napatnpoupeva anoteAéopaTa SiapEPouV and Ta avapeVOUEVa, ENIKOIVWVATTE HE TNV TEXVIKN
unnpeoia Tng Sigma-Aldrich yia Bori6eia.

XapakTnpioTikad andédoong Tng avaiAuong

Ta anoteAéopara anddoong TNG avaAuong yia TG deS0HEVEG DOKINATIEG MOU NPAYHATONOIRBNKAV O OAEG
TIG OTOXEUOHEVEG OOPEG, eMIBERai@vVOUV TNV uaiodnoia, TNV €18IKOTNTA Kal TNV ENAvaANYIPOTNTA O
nocooTo 100%.

Ap.ka- Nepiypapn 2TOXO0G EidikétnTa Euaiclnoia Eidikotnta Euaiodnoia
TaAdyou npoiovTog EVTOG TG EVTOGTNG HETASU TWV HETAEU TRV
avaiuong avaAuong avaAUuoswv avaAuoswv
AldAupa .
HT1001 nep1odikou MOUKFLT\;?g”é?' 301a3 301a 3 3o01a3 3o01a 3
oktog pyavioy
AiaAupa MuknTIaoIKoi
HT1002 popaka opyaviopol 30ta3 3o0ta3 3o0ta3 3ota3
MeBevapivn  MuknTiaoikoi
HT1003 apylpou opyaviopol 30Ta3 3ota3 30Ta3 3o0ta3
AidAupa .
HT1004  xAwpioUxou MOUKrLT\'I?g”;?' 3ora3 3o0Ta3 3ota3 3o01a3
Xpuaou PY! H
AidAupa "
HT1005  Beiofenkos  MoKTAOKOL 3 5rq 3 30703 30103 30103
varpiou PY! H

Mpo&i1donoinoeIg Kal Kivduvol

AvaTpeETe 0T AgATio SedOpEVWY AOPAAEIQG Kal OTNV EMICTHAVON MPoiOVTOG yia OMOIECONMNOTE EVNUEPWHEVEG
NANPOPOpIEG KIVEUVWV 1) aoPAAEIAG.

HT100A:

A A

H271: Mnopei va npokaAéoel mupkayid rj EKpngn’ 10XUpO OEEIBWTIKO.

H302: EmBAABEG o€ nepinTwan KATanoong.

H314: MpokaAei coBapd deppatikG eykaupaTa Kar oeOaAdikeG BAABEC.

H317: Mnopei va npokaAéoel aAAepyikn deppaTikn avtidpaon.

H334 Mnopei va npokaAéoel alAepyia fj cupnT@pata Goparog f dUonvoia o€ NEPINTWON EICNVONG.
H351: 'YnonTo yia npokAnon kapkivou.

360FD: Mnopei va BAawel Tn yovipoTtnTa. Mnopei va BAayel To €uppuo.

H373: Mnopei va npokaAéoel BAGBEC oTa dpyava (Bupeoeidng) UoTepa and NApaTeETaPevn
1 enaveiAnpuevn €KBeon, O€ NEPINTWON KATAMOONG.

H412: EniBAaBEG yia Toug udpoRIouG opyaviopoUs, e HaKPOXPOVIEG EMINTWOEIG.

P210: Makpia ano BeppotnTa, BEpUEG EMIPAVEIES, TNIVONPEG, YURVEG PAOYEG Kal GAAEG NNYEG
avaeAgENC. Mnv kanvigere.

P273: Na anogeUyetal n eAeUBEpwan aTo NEPIBAANOV.

P280: Na (opdTe NPOCTATEUTIKA YAVTIA/MPOOTATEUTIKA evOUPATA/PETA ATOUIKAG NPOCTACIAG yia Ta
paTia/npéowno.

P303 + P361 + P353: ZE NEPINTQSH EMA®HS ME TO AEPMA (] Y€ Ta HaAAIa): ByaATe apéowg OAa
Ta poAuopgva pouya. ZenAUVeTe TNV emdeppida We vepod.

P304 + P340 + P310: ZE NEPINTQSZH EIZMNOHZ: MeTa@épeTe Tov Na®ovTa aTov kabapod agépa Kai
apnoTE TOV va EEKOUPACTTEI OE OTACN Mou JIEUKOAUVEI TNV avanvon. KaAéoTte apéowg To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo.

P305 + P351 + P338: ZE NEPINTQZH EMA®HS ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO
yla apKeTa AenTa. Av UNApXoUv (akoi eNapng, aPaipEaTe Toug, av eival eUKoAo. ZUVexioTe va
EenAéveTe.

Edv, kara tn 31apKEeIa TNG XPOoNG autoU Tou BonOnHATOG I} WG anoTEAECHA THG
XPRAonG Tou, £xe1 CUHPBEI KANOI0 COBAPO NEPICTATIKO, NAPAKAAEIOTE VA TO AVAPEPETE
OTOV KATAOKEUAOCTN /KAl oToV e§0UCI030TNHEVO AVTINPOCWNO TOU KdAl OTNV €OVIKN
apxn TG x®pag oag.

Opiopoi CUHBOAWV

SUpBoAa onwg opifovtal oto EN ISO 15223-1:2021

M KataokeuaoTtng ApIBuOG kKaTaAdyou

SUMPBOUAEUTEITE TIG 03NYIEG XPONG ApIBu0G napTidag

EE0UGI080TNHEVOG AVTINPOTWNOG

(i)
otnv Eupwnaikr KoivotnTa/ C €
&
4

AnAwon cuppopewong Eupwnaikng
'‘Evwong (0nwg opigeTar atnv odnyia

Eupwnaikn Evawaon IVDR 2017/746)

In vitro dIayVWaTIKO

Huepopnvia Afgng 1aTPOTEXVOAOYIKO MPOiov

'Opio Beppokpaciag MNpoooxn

@ Hpepopnvia napaywyng Eicaywyéag
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Hasznalati utasitas

Ezlstimpregnalas
(moddositott GMS)

HT100 sz. eljaras

Ce MRRCK

Rendeltetésszerii hasznalat

Az eziistimpregnald (mddositott GMS) készlet gombak, bazélis membranok és bizonyos opportunista
organizmusok szovettani kimutatasara szolgal. Az eziistimpregnalé készlet ,in vitro diagnosztikai
felhasznaldsra” szolgal. Kizardlag professziondlis hasznélatra. A manualis, kvalitativ eljarasbal
nyert adatok segitségével azonosithatok az emberi szévetmintakban taldlhaté gombék, a bazalis
membran és bizonyos opportunista organizmusok. Ezek az adatok mas diagnosztikai tesztekkel

és informaciokkal egytt vizsgalva felhasznalhatok a gombas fertézések diagnosztizalasanak
elGsegitésére.

Ezlist-meténamin-borat eljardsok jol dokumentaltak.!? Ezek altalaban bonyolult oldat-el6készitést

igényelnek a vizsgalat elvégzése el6tt. Az oldat stabilitdsa korlatozott, és az eredmények jelentésen
eltérnek a fémimpregnalas szeszélyes jellege és a fényképészeti eléhivas miatt.

Az ezlstimpregnald készlet stabil, miikod6 ezust-meténamin sot, puffert, tonizald reagenst és
el6hivot tartalmaz. Ez a laboratérium szamara egyedlallé csomagot biztosit gombak, a bazélis
membran és opportunista szervezetek, pl. a Pneumocystis carinii kimutatasara.>->

Egy mikrohulldmu sité segitségével végezhetd gyors festési eljarast is tartalmaz.’¢

Réviden 6sszefoglalva, a mikrobidlis sejtfal és a bazalis membran poliszacharidjai perjédsavas
kezelés hatasara aldehidekké oxidalédnak. Az aldehidcsoport, liigos pH mellett, az ezistiont
fémezustté redukalja. Az aranysdkkal torténd oblités stabilabb aranykomplexet képez, a felesleges
ezlistot pedig tioszulfatos mosassal tavolithatd el.

Reagensek

Perjédsavas oldat (kat. sz. HT1001-100ML)
Perjodsav, 1 g/dl, ioncserélt vizben.

Boéraxoldat (kat. sz. HT1002-100ML)
Borax, 5 g/dl, ioncserélt vizben. Veszély. Sulyos égési sériilést és szemkarosodast okoz.
VédOGkeszty(i/védbruha/szemvéds/arcvédd hasznalata kotelezb.

Eziist-meténamin reagens (kat. sz. HT1003-1VL; HT1003-6VL)

Ezlst-meténamin, 110 mg injekcids Uvegenként. Veszély. Lenyelve artalmas. Sulyos égési sérilést
és szemkarosodast okoz. Belélegezve allergias és asztmas tiineteket, és nehéz Iégzést okozhat.
Feltehetéen rakot okoz.

Arany-klorid oldat (kat. sz. HT1004-100ML)
Arany-klorid, 200 mg/dl, ioncserélt vizben.

Natrium-tioszulfat oldat (kat. sz. HT1005-100ML)
Natrium-tioszulfat, 2 g/dl, ioncserélt vizben.

Szikséges, de nem biztositott kiilénleges anyagok

« Mlanyag csipesz vagy paraffinbevonatos fémcsipesz.

e Pozitiv kontroll targylemezeket, mint példaul a Gomba TISSUE-TROL™ (kat. sz. TTR004),
minden kisérletben hasznalni kell.

Ellenfestés (opcionalis)

(a vélasztas a mintatdl és az egyéni preferenciatol fiigg)

e Tartrazinoldat, kat. sz. HT302 [HT3024-120ML; HT3028-250ML]

e Harris-féle hematoxilinoldat, kat. sz. HHS [HHS16-500ML; HHS32-1L; HHS80-2.5L; HHS128-4L]

e Eozin Y oldat, alkoholos, kat. sz. HT1101 [HT110116-500ML; HT110132-1L; HT110180-2.5L;
HT1101128-4L]

e Eozin Y oldat, vizes, kat. sz. HT1102 [HT110216-500ML; HT110232-1L; HT110280-2.5L;
HT1102128-4L]

e Eozin Y oldat, alkoholos, phloxine-nal, kat. sz. HT1103 [HT110316-500ML; HT110332-1L;
HT110380-2.5L; HT1103128-4L]

e Fast Green FCF

o Light Green SF sargas

Csak a standard eljarashoz:

o Vizfiirds, 62 °C

Csak a mikrohullamos eljarashoz:

e Mlanyag kivetta fedéllel

¢ Mikrohulldmu sité

Térolds és stabilitas

A perjodsavas oldatot, az eziist-meténamin reagens munkaoldatét, az arany-klorid oldatot és

a hitétt natrium-tioszulfat oldatot hiit6szekrényben (2-8 °C) kell tarolni.

A béraxoldatot szobah6mérsékleten (18-26 °C) kell tarolni. MEGIJEGYZES: A bérax a h(ités soran
csapadékot képezhet. Hasznalat el6tt szoba-hémérsékletiire kell melegiteni, és Ujra fel kell oldani.

A reagenscimkéken a lejarati id6 szerepel.
El6készités
Készitse el az eziist-meténamin munkaoldatot 8 ml boraxoldat, 100 ml ioncserélt viz és egy eziist-

meténamin reagensfiola tartalmanak osszekeverésével. Keverje, amig fel nem oldodik. Hasznalja
egyszer, majd dobja ki.

MEGJIEGYZES: Ne engedje, hogy az ezlist-meténamin munkaoldat fémekkel érintkezzen.
MEGJIEGYZES: Az egy injekcids iivegre esd vizsgalatok szamanak kettére novelése érdekében az
ezlist-meténamin feloldhaté 100 ml ioncserélt vizben, és szorosan lezarva tarolhatd. Ez az oldat
hiitészekrényben (2-8 °C) tarolva 1 hénapig stabil. Amikor készen all a hasznélatra, adjon 50 ml
ezilist-meténamin oldathoz 4 ml béraxoldatot. A fel nem hasznalt ezlist-meténamin oldatot tegye
vissza a h(itészekrénybe.

Hasznalat elétt melegitse szobahémérsékletre a reagenseket.

Ovintézkedések

A készletben talalhato in vitro diagnosztikai eszkézoket klinikai laboratériumi kérnyezetben
torténd in vitro diagnosztikai felhasznélasra szantak. Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkbzoket
csak képzett szakemberek hasznalhatjék. A Sigma-Aldrich in vitro diagnosztikai eszkdzoket olyan
laboratériumi személyzet lizemeltetheti, akik képzettek az esetlegesen fert6z6 emberi mintak
kezelésére, mikroszkopok és egyéb laboratériumi berendezések hasznélatdban, valamint kellé
szinérzékeléssel és lata éggel rendelkeznek a szinek és egyéb targyak mikroszkop alatt torténd
megkulénboztetésére.

A laboratériumi reagensek kezelése sordn a szokasos Ovintézkedéseket kell kovetni. A hulladékot
a helyi, dllami, tartomanyi vagy nemzeti elGirdsoknak megfeleléen kell drtalmatlanitani.

A Gomba TISSUE-TROL™ kontroll targylemezeken paraffinba dgyazott, gombakat tartalmazé allati
szovetek taldlhatok, amelyeket potencialisan fert6zének kell tekinteni.

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

vagy sz6vetek nem tovabbitanak fertézést. Ezért minden vérkészitményt vagy szévetmintat
potencidlisan fert6zének kell tekinteni.

Gombak és opportunista organizmusok, pl. P. carinii

Rogzitse 10%-0s semleges pufferelt formalinnal vagy Bouin-oldattal, agyazza paraffinba és készitsen
5 mikronos metszeteket.!

Bazalis membran

Rogzitse 10%-0s semleges pufferelt formalinnal, Bouin-oldattal vagy Zenker-oldattal, majd készitsen
1-4 mikronos metszeteket.!

Megjegyzések

A festéedényeket Dishbrite laboratériumi tvegtisztitd folyékony mosogatdszer-koncentratummal
(kat. sz. S4107) kell elmosni, majd hipdoldattal, ezt kévetden jol le kell ébliteni csapvizzel, majd
legalabb 6-szor valtott ioncserélt vizzel.

Ha mikrohulldmd siitét hasznal, kérjlk, olvassa el a Felhasznaldi kézikényvet.

Standard eljaras

1. Készitse el az eziist-meténamin munkaoldatot az ,El6készités” részben leirtak szerint,

és helyezze 62 °C-os vizfurdGbe.

2. Deparaffinalja, majd hidratalja a metszeteket ioncserélt vizig.

3. Helyezze a hidratalt metszeteket perjédsavas oldatba gombak és opportunista szervezetek

esetében 5 percre, illetve bazalis membran esetében 11 percre.

4. Tévolitsa el a targylemezeket, és 6blitse 6-szor valtott ioncserélt vizben.

5. Gombak és opportunista szervezetek kimutatasahoz helyezze a targylemezeket
elémelegitett ezlst-meténamin munkaoldatba. 20 perc elteltével vizsgalja meg mikroszkop
alatt. A gombaknak és az opportunista szervezeteknek sotétbarnanak kell lennitik
a halvanysarga hattér el6tt.

Bazalis membran kimutatasahoz helyezze a targylemezeket elémelegitett eziist-meténamin
munkaoldatba. 30 perc elteltével vizsgélja meg mikroszkdp alatt. A bazalis membrannak fekete
szinlinek kell lennie a s6tétsargas-barna hattér elétt.

MEGJEGYZES: Mikozben 62 °C-on inkubdlja a metszeteket, helyezzen egy ioncserélt vizet
tartalmazé kivettat 62 °C-os vizfirdébe. Hasznalja ezt a vizet az 6blitéshez az 5. I1épésben
leirt értékelés el6tt. Meghatarozott id6kozénként vizsgalja meg mikroszkdp alatt a metszeteket,
hogy megfelel§-e a festés. A kivant intenzitds eléréséig helyezze vissza a targylemezeket

a meleg eziist-meténamin munkaoldatba.

A megfelel6 szerkezeti festédés elérése utan tavolitsa el a targylemezeket az ezlst-meténamin
munkaoldatbdl, és 6-szor 6blitse azokat szoba-hémérséklet(i ioncserélt vizben.

7. Tonizélja a metszeteket arany-klorid oldatban 30 masodpercig.

8. Oblitse le 6-szor szoba-h8mérséklet(i ioncserélt vizzel.

9. Helyezze a metszeteket natrium-tioszulfat oldatba 2 percre.

10. Alaposan mossa le folyd csapviz alatt.

11. Végezzen ellenfestést személyes preferencia alapjan tartrazinoldattal, Fast Green FCF-fel,
vildgoszold SF sargas festékkel, Harris-féle hematoxilinoldattal vagy eozin Y oldattal.

12. Dehidratélja alkoholban, deritse xilolban, fedje le, és vizsgalja meg mikroszkop alatt.

o

Mikrohulldmos eljaras

1. Deparaffinalja, majd hidratdlja ioncserélt vizig a metszeteket.

2. Helyezze a targylemezeket miianyag kiivettdba, 40 ml perjédsavas oldatba. Miel6tt behelyezné
a mikrohulldm siitébe, lazan fedje le a kivettat a fedelével, vagy hasznéljon a fedelekbe furt
lyukakkal elldtott kiivettakat. Melegitse mikrohulldmu stt6ben 800 watton 10 masodpercig.
***A perjoédsavas oldat akkor hasznalhato fel Gjra, ha mikrohulldmu sit6 helyett
szobahémérsékleten, 5 percig hasznaltak. ***Bazalis membranok esetében a perjédsavas
oldat inkubécids ideje szobahémérsékleten 11 perc.

3. Tavolitsa el a targylemezeket a perjédsavas oldatbdl, és 6blitse 6-szor valtott ioncserélt vizben.

Helyezze a targylemezeket miianyag kiivettaba, 40 ml eziist-meténamin munkaoldatba.

5. A gombak esetében mikrohulldmu siitében 600 watton 35 masodpercig melegitse
a targylemezeket. Ovatosan keverje Gssze az oldatot transzferpipettaval vagy applikatorpalcaval.
Inkubdlja 2-3 percig. Legfeljebb 2-3 perc elteltével helyezze a targylemezeket meleg
ioncserélt vizbe, és mikroszkép alatt ellendrizze a festédést. Ha a szervezetek nem festGdtek
meg kell6képpen, tegye vissza a targylemezeket az eziist-meténamin munkaoldatba, és inkubdlja
30 masodperc és 1 perc kozétti ideig vagy a kivant festédés eléréséig.

MEGJEGYZES: A javasolt el8hivasi id6k az alabbi gombak esetében a kévetkezdk:

>

Blastomyces 2 perc
Pneumocystis 2-3 perc
Aspergillus 2-3 perc

Bazalis membran esetén melegitse mikrohulldmu sitében 600 watton 35 masodpercig.
Ovatosan keverje meg az oldatot. Inkubdlja a targylemezeket 5 percig. Melegitse
mikrohulldmu siitében masodszor 600 watton 10 masodpercig. Inkubdlja a targylemezeket
2 percig. Mikroszkop alatt ellenérizze a targylemezeket. Ha a targylemezek el6hivasa nem
megfeleld, ismételje meg az utolso Iépést, amig el nem éri a kivant festddést.



6. 6-szor valtott ioncserélt vizzel dblitse le a targylemezeket.

7. Tonizélja a metszeteket arany-klorid oldatban 30 masodpercig bahé
8

9

6-szor valtott ioncserélt vizzel 6blitse le a targylemezeket.
Helyezze a targylemezeket natrium-tioszulfat oldatba 2 percre szobahémérsékleten.

10. Alaposan mossa le folyd csapviz alatt.

11. Végezzen ellenfestést személyes preferencia alapjan Fast Green FCF-fel, vildgoszold SF sargas
festékkel, tartrazinoldattal, hematoxilinoldattal vagy eozin Y oldattal.

12. Dehidratélja alkoholban, deritse xilolban, fedje le, és vizsgalja meg mikroszkop alatt.

Teljesitményjellemzok

Célstruktara Festési eredmény
Gombak Biborbarna-fekete
P. carinii Biborbarna-fekete

Fekete
Az ellenfestéstdl fligg

Bazalis membrén
Hattér

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

Analitikai teljesitményjellemzok

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

Kat. sz. Termékleiras cél Teszten Teszten Tesztek Tesztek
beliili beliili kozotti kozotti
specificitds érzékenység specificitds érzékenység

HT1o01  Periddsavas  gompa 3/3 3/3 3/3 3/3

HT1002  Béraxoldat  Gombak 3/3 3/3 3/3 3/3
Ezlst- .

HT1003 meténamin Gombak 3/3 3/3 3/3 3/3

HT1004 Arany-Klorid — gompak 33 33 33 33
oldat

HT1005 . NAUUM- - Gompak 3/3 3/3 3/3 3/3

tioszulfat oldat

Figyelmeztetések és veszélyek

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

HT100A:

YOO

H271: Tlzet vagy robbanast okozhat; erésen oxidalé hatasu.

H302: Lenyelve artalmas.

H314: Sulyos égési sériilést és szemkarosodast okoz.

H317: Allergids bérreakciét valthat ki.

H334: Belélegezve allergias és asztmas tineteket, és nehéz légzést okozhat.

H351: FeltehetSen rakot okoz.

360FD: Feltehetéen karositja a termékenységet. Felteheten karositja a szlletendd gyermeket.
H373: Ismétléd6 vagy hosszabb expozicid esetén lenyelve karosithatja a szerveket (pajzsmirigy).
H412: Artalmas a vizi él6vildgra, hosszan tarté karosodast okoz.

P210: H6tdl, forrd fellletektdl, szikratdl, nyilt langtdl és mas gyujtéforrastdl tavol tartando.
Tilos a dohédnyzas.

P273: Kertiilni kell az anyagnak a kérnyezetbe vald kijutasat.
P280: VédGkeszty(i/védbruha/szemvéds/arcvédd hasznélata kotelezd.

P303 + P361 + P353: HA BORRE (vagy hajra) KERUL: Az 6sszes szennyezett ruhadarabot azonnal
le kell vetni. A bért le kell &bliteni vizzel.

P304 + P340 + P310: BELELEGZES ESETEN: Az érintett személyt friss levegére 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 tébb percen keresztdl.

Adott esetben a kontaktlencsék eltavolitasa, ha kénnyen megoldhatd. Az 6blités folytatésa.
Ha az eszk6z hasznalata soran vagy annak hasznalata kévetkeztében sulyos
baleset tortént, kérjiik, jelentse azt a gyarténak és/vagy meghatalmazott
képvisel6jének és a helyi nemzeti hatésagnak.

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

u Gyartd

Kataldgusszém

Lasd a Hasznalati utasitast

Gyartasi tétel kodja

Meghatalmazott képvisel6 az

(I
Eurdpai Kézosségben/ c
w
A
il

Az Eurdpai Unié megfeleléségi
nyilatkozata (az IVDR 2017/746
meghatarozasa szerint)

m

In vitro diagnosztikai

Eurdpai Unidban
Felhasznalhato orvostechnikai eszkoz

Hémérsékleti hatarértékek Vigyazat!

Gyartasi datum Importér

&> 3
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Elérhetéségek

Megrendelés leadasahoz latogasson el weboldalunkra: SigmaAldrich.com. M{iszaki segitségért
latogasson el weboldalunkra: SigmaAldrich.com/techservice.

Atdolgozasi el6zmények

Rev. 4.0 2016

Rev. 5.0 2022

Rev. 6.0 2022

Athelyezve az j sablonba a jelenlegi markajelzéssel. A professzionalis hasznalatra
vonatkozé megallapitas leirdsa a rendeltetésszer( hasznalat és az dvintézkedések
részekben. A diagnézishoz nyujtott segitségrél sz6l6 nyilatkozat athelyezése

a rendeltetésszer(i hasznalathoz. A rendeltetésszer(i hasznélatra vonatkozoé részek
4tdolgozasa az IVDR iranyelveknek valé 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 eltavolitasa és az EN ISO 15223-1:2021 szabvany jelzéseire
véltoztatasa. A nemkivanatos eseményekkel kapcsolatos elérhetéségek hozzdadasa.
Figyelmeztetések és veszélyek hozzdadasa.

MDSS GmbH
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Germany

Sigma-Aldrich, Inc.,
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Sigma-Aldrich.

Navod k pouziti

Barveni stribrem (modifikované
Grocott-Gomoriho barvivo
s methenaminem a stribrem)

Postup & HT100 MNMERRCU K
C€

Urcené pouziti

Sada s modifikovanym barvivem Silver Stain GMS je uréena pro pouziti pfi histologickém priikazu
hub/plisni, bazélnich membran a nékterych oportunnich organismd. Sada Silver Stain je uréena pro
,diagnostické pouziti in vitro*. Pouze pro profesionalni pouziti. Udaje ziskané z tohoto manualiniho
kvalitativniho postupu identifikuji houby/plisné, bazalni membrany a nékteré oportunni organismy
ve vzorcich tkani z lidskych vzorkd. Tyto Udaje mohou byt pfi prezkoumani ve spojeni s dal$imi
diagnostickymi testy a informacemi pouzity jako pomficka pfi diagnostice houbovych/plisiiovych
infekci.

Postupy s methenaminem-boritanem stfibrnym jsou dobfe zdokumentovany.!? Obecné plati, Ze tyto
postupy vyzaduji pfed provedenim zkousky komplikovanou pfipravu roztoku. Stabilita roztoku je
omezené a vysledky se vyrazné liéi v disledku vrto$ivé povahy impregnace kovd a fotografického
vyvijeni.

Sada Silver Stain obsahuje stabilni pracovni stil methenaminu st¥ibra spolu s pufrem, ténovacim
¢inidlem a vyvojkou. Tim poskytuje laboratofi unikatni bali¢ek pro vizualizaci hub/plisni, bazélnich
membrén a oportunnich organismdl, jako je Pneumocystis carinii.>** Soucasti je aplikace pro rychlé
barveni s pomoci mikrovinného zahfevu.3-¢

Stru¢né feceno, polysacharidy mikrobialnich bunéénych stén a bazélnich membran jsou oxidovany
na aldehydy plisobenim kyseliny jodisté. Aldehydicka funkéni skupina pfi alkalickém pH redukuje
jonty stfibra na kovové stribro. Proplachnutim zlatitymi solemi se vytvofi stabilnéjsi komplex zlata
a prebytecné stfibro se odstrani promyvanim thiosiranem.

Cinidla
Roztok kyseliny jodisté (kat. ¢. HT1001-100ML)
Kyselina jodistd, 1 g/100 ml, v deionizované vodé.

Roztok boraxu (kat. ¢. HT1002-100ML)
Borax, 5 /100 ml, v deionizované vodé. Nebezpeci. Zplisobuje tézké poleptani kiize a poskozeni
odi. Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranu oci/ochranu obliceje.

Cinidlo methenaminu st¥ibra (kat. ¢. HT1003-1VL; HT1003-6VL)

Methenamin stfibra, 110 mg v lahvicce. NebezpeC| Zdravi $kodlivy pFi poziti. Zplsobuje tézké
poleptani kiize a poskozeni o&i. PFfi vdechovani mize zplsobit priznaky alergie nebo astmatu nebo
dychaci potize. Podezfeni na vyvolani rakoviny.

Roztok chloridu zlatitého (kat. ¢. HT1004-100ML)
Chlorid zlatity, 200 mg/100 ml, v deionizované vodé.

Roztok thiosiranu sodného (kat. ¢. HT1005-100ML)
Thiosiran sodny, 2 g/100 ml, v deionizované vodé.

Potfebné specialni materialy, které nejsou soucasti dodavky

* Plastové klesté nebo kovové klesté potazené parafinem.

e V kazdé zkousce by mély byt zafazeny pozitivni kontrolni preparaty, jako je Fungi
TISSUE-TROL™ (kat. ¢. TTR004).

Kontrastni barviva (volitelnd)

(vybér zavisi na vzorku a individudlnich preferencich)

e Roztok tartrazinu, kat.¢. HT302 [HT3024-120ML; HT3028-250ML]

o Harrisdv roztok hematoxylinu, kat. ¢. HHS [HHS16-500ML; HHS32-1L; HHS80-2.5L;
HHS128-4L]

o Alkoholovy roztok eosinu Y, kat.¢. HT1101 [HT110116-500ML; HT110132-1L; HT110180-2.5L;
HT1101128-4L]

e Vodny roztok eosinu Y, kat.¢. HT1102 [HT110216-500ML; HT110232-1L; HT110280-2.5L;
HT1102128-4L]

e Alkoholovy roztok eosinu Y s floxinem, kat.¢. HT1103 [HT110316-500ML; HT110332-1L;
HT110380-2.5L; HT1103128-4L]

o Mofrska zelen (Fast Green) FCF

e Svétle zelend SF nazloutld

Pouze pro standardni postup:

e Vodni lazen, 62 °C

Pouze pro mikrovinny postup:

¢ Plastové Coplinovy nadoby s vicky

¢ Mikrovinna trouba

Skladovani a stabilita

Uchovavejte roztok kyseliny jodisté, pracovni ¢inidlo methenaminového stfibra, roztok chloridu

zlatitého a roztok thiosiranu sodného v chladu (2-8 °C).

Roztok boraxu uchovavejte pi pokojové teploté (18-26 °C). POZNAMKA: Borax mize béhem
uchovavani v chladnicce vytvorit srazeninu. Pfed pouzitim zahfejte na pokojovou teplotu a znovu
rozpustte.

Na stitcich cinidla je uvedeno datum spotfeby.

Pfiprava
PFipravte pracovni roztok methenaminového stfibra spojenim 8 ml roztoku boraxu, 100 ml
deionizované vody a obsahu jedné lahvicky cinidla methenaminu stfibra. Michejte, dokud se
nerozpusti. PouZijte jednou, pak zlikvidujte.

POZNAMKA: Nedovolte, aby se pracovni roztok methenaminového sttibra dostal do kontaktu

s kovy.

POZNAMKA: Aby bylo mozné provést z jedné lahvitky dva testy, mize byt methenamin stibra
rozpustén ve 100 ml deionizované vody a uchovavan pevné uzavieny. Tento roztok je stabilni pfi
uchovavani v chladnic¢ce (2-8 °C) po dobu 1 mésice. Jakmile je pFipraven k pouziti, vezméte 50 ml
jednoho roztoku methenaminového stribra a pfidejte 4 ml roztoku boraxu. NepouZitou ¢ast roztoku
methenaminového stfibra vratte do chladnicky.

Pfed pouzitim zahfejte ¢inidla na pokojovou teplotu.

Bezpecnostni opatfeni

Diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro obsazené v této soupravé jsou uréeny pro
diagnostické pouziti in vitro v klinickém laboratornim prostfedi. Tyto diagnostické zdravotnické
prostfedky in vitro jsou uréeny pouze pro profesiondlni pouziti kvalifikovanym persondlem.
Diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro Sigma-Aldrich mohou byt pouZivany laboratornimi
pracovniky, ktefi jsou vySkoleni k manipulaci s lidskymi vzorky, které mohou byt infekéni,

k pouzivani mikroskopl a jiného laboratorniho vybaveni a jejich barevné vidéni a ostrost zraku jsou
dostatecné pro rozligeni barev a rliznych objektd pod mikroskopem.

PFi zachazeni s laboratornimi Cinidly dodrZzujte béZzna bezpecnostni opatfeni. Odpad zlikvidujte podle
véech mistnich, regionalnich & narodnich predpist.

Kontrolni preparaty Fungi TISSUE-TROL™ jsou vzorky zviFeci tkané zalité v parafinu s obsahem
hub/plisni a mély by byt povazovény za potencialné infekéni.

Postup

Odbér vzorkd

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

Houby/plisné a oportunni organismy jako P. carinii

Zafixujte 10% neutralnim pufrovanym formalinem nebo Bouinovym roztokem, vloZzte do parafinu
a fezte 5 mikronové fezy.!

Bazalni membrana

Zafixujte 10% neutralnim pufrovanym formalinem, Bouinovym nebo Zenkerovym roztokem
a pfipravte parafinové fezy o tloustce 1-4 mikron{.!

Poznamky

Misky na barveni by se mély umyt v tekutém laboratornim koncentratu na myti sklenéného nadobi
Dishbrite, kat. ¢. S4107, pak bélicim roztokem, oplachnout dobfe ve vodovodni vodé a pak

v nejméné 6krat vyménéné deionizované vode.

Pokud pouzivate mikrovinnou troubu, prectéte si pokyny v UZivatelské prirucce.

Standardni postup

1. Pripravte pracovni roztok methenaminového sttibra, jak je popséno v éasti ,PFiprava®, a vlozte
jej do vodni 14zné o teploté 62 °C.

2. Odparafinujte tkarnové fezy a rehydratujte pomoci deionizované vody.

3. Vlozte rehydratované fezy do roztoku kyseliny jodisté na 5 minut pro houby/plisné a
oportunni organismy nebo na 11 minut pro bazalni membranu.

4. Vyjméte sklicka a proplachnéte 6 vyménami deionizované vody.

5. Pro prikaz hub/plisni a oportunnich organism@ umistéte sklicka do predehfatého

pracovniho roztoku methenaminového stfibra. Po 20 minutach mikroskopicky vysetrete.

Houby/plisné a oportunni organismy by mély byt tmavé hnédé na svétle Zlutém pozadi.

Pro priikaz bazalni membrany umistéte skli¢cka do pfedehfatého pracovniho roztoku

methenaminového stfibra. Po 30 minutach mikroskopicky vySetfete. Bazalni membrana by

méla byt ¢erna proti tmavé zlutohnédému pozadi.

POZNAMKA: Pii inkubaci Fez{ pi teploté 62 °C umistéte Coplinovu nadobu obsahujici

deionizovanou vodu do vodni lazné o teploté 62 °C. Tuto vodu pouZijte k oplachnuti pred

vyhodnocenim v kroku 5. Ve stanovenych intervalech mikroskopicky prozkoumejte fezy, zda

jsou dostateéné zbarvené. Vratte skli¢ka do teplého pracovniho roztoku methenaminového

stfibra, dokud nedosahnete pozadované intenzity.

Po dosazeni adekvatniho strukturalniho zabarveni vyjméte skli¢ka z pracovniho roztoku

methenaminového stfibra a 6krat oplachnéte v deionizované vodé pokojové teploty.

7. Tonujte fezy v roztoku chloridu zlatitého po dobu 30 sekund.

8. Oplachnéte v deionizované vodé pokojové teploty 6krat.

9. VloZte fezy do roztoku thiosiranu sodného na 2 minuty.

10. Dobfe vymyijte tekouci vodou z vodovodu.

11. Kontrastni barveni podle osobnich preferenci roztokem tartrazinu, mofskou zeleni FCF, svétlou
zeleni SF nazloutlou, Harrisovym roztokem hematoxylinu nebo roztokem eosinu Y.

12. Dehydratujte v alkoholu, projasnéte v xylenu, zamontujte a mikroskopicky prohlédnéte.

o

Mikrovinny postup

1. Odparafinujte skli¢ka a hydratujte je pomoci deionizované vody.

2. Vlozte sklicka do 40 ml roztoku kyseliny jodisté obsazené v plastové Coplinové nadobé.
Pfed vloZzenim do mikrovinné trouby volné zakryjte Coplinovu nadobu vickem nebo pouzijte
Coplinovy nadoby s otvory vyvrtanymi do vi¢ek. Provedte mikrovinny ohfev pfi 800 wattech
po dobu 10 sekund. ***Roztok kyseliny jodisté Ize pouzit opakované, pokud se pouziva pFi
pokojové teploté po dobu 5 minut namisto mikrovinného ohfevu. ***U bazalnich membran je
doba inkubace v roztoku kyseliny jodisté 11 minut p¥i pokojové teploté.

3. Vyjméte sklicka z roztoku kyseliny jodisté a proplachnéte je v 6 vyménach deionizované vody.

4. Vlozte skli¢ka do 40 ml pracovniho roztoku methenaminového stfibra obsazeného v plastové
Coplinové nadobé.

5. Pro houbové/plisfiové or y provedte mikrovinny ohfev pfi 600 wattech po dobu
35 sekund. Jemné promichejte roztok pipetou Beral nebo aplikacni tycinkou.
Nechte inkubovat 2-3 minuty. Po maximalné 2 az 3 minutach umistéte sklicka do teplé
deionizované vody a mikroskopicky zkontrolujte vyvoj. Pokud organismy nejsou dostatecné
vyvinuté, vratte skli¢ka do pracovniho roztoku methenaminového stfibra a nechte odstat
30 sekund aZ 1 minutu nebo dokud nedosdhnete pozadovaného ténu.
POZNAMKA: Navrhované vyvojové ¢asy pro nasledujici houbové/plisiiové organismy jsou
nasledujici:

Blastomyces 2 minuty
Pneumocystis 2-3 minuty
Aspergillus 2-3 minuty
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U bazalni membrany provedte mikrovinny ohfev pfi 600 wattech po dobu 35 sekund.
Roztok jemné promichejte. Nechte sklicka inkubovat 5 minut. Provedte mikrovinny ohfev pfi
600 wattech po dobu 10 sekund. Nechte preparaty 2 minuty vyvijet. Zkontrolujte preparaty
mikroskopicky. Pokud nejsou preparaty dostatecné vyvinuté, opakujte posledni krok, dokud
nedosdhnete pozadovaného ténu.

6. Oplachnéte sklicka 6 vyménami deionizované vody.

7. Toénujte preparaty v roztoku chloridu zlatitého po dobu 30 sekund pfi pokojové teploté.

8. Oplachnéte sklicka 6 vyménami deionizované vody.

9. Vlozte sklitka do roztoku thiosiranu sodného na 2 minuty pfi pokojové teploté.

10. Dobfe vymyjte tekouci vodou z vodovodu.

11. Provedte kontrastni barveni podle osobnich preferenci morskou zeleni FCF, svétlou zeleni SF
nazloutlou, roztokem tartrazinu nebo roztokem hematoxylinu nebo eosinu Y.

12. Dehydratujte v alkoholu, projasnéte v xylenu, zamontujte a mikroskopicky prohlédnéte.

Pracovni charakteristiky

Cilova struktura
Plisné/houby

Vysledek barveni
Nachové hnéda az ¢ernad

P. carinii Nachové hnéda az cerna
Bazalni membrana Cerna

Pozadi Zavislé na kontrastnim
barveni

Pokud se pozorované vysledky lisi od ocekévanych vysledk, obratte se na technicky servis spole¢nosti
Sigma-Aldrich.

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

u Vyrobce

Katalogové cislo

Prectéte si ndvod k pouziti

Autorizovany zastupce v Evropském
spolecenstvi / Evropské unii

Kéd Sarze

Prohlaseni o shodé s predpisy
Evropské unie (podle definice
v IVDR 2017/746)

Diagnosticky zdravotnicky

Datum spotfeby prostiedek in vitro

Teplotni limit Upozornéni

Dovozce

&] Datum vyroby

Reference

1. Sheehan DC, Hrapchak BB: Theory and Practice of Histotechnology, 2nd ed., CV Mosby Co. St.
Louis (MO), 1980

2. Koski JP: Silver methenamine-borate (SMB): Cost reduction with technical improvement in silver
nitrate-gold chloride impregnations. J Histotechnol 4:115, 1981

3. Churukian CJ, Schenk EA, Clark G: Dilute ammoniacal silver as a substitute for methenamine silver
to demonstrate Pneumocystis carinii and fungi Lab Med 17:87, 1986

4. Leong AS-Y, Milios J: Rapid immunoperoxidase staining of lymphocyte antigens using microwave
. - - - irradiation. J Pathol 148:183, 1986
Analytické pracovni charakteristiky 5. Brinn NT: Rapid metallic histologic staining using the microwave oven. J Histotechnol 6:125, 1983
Analytické vysledky danych testd provedenych na véech cilovych strukturach potvrzuji 100% citlivost, 6. Valle S: Special stains in the microwave oven. J. Histotechnol 9:237, 1986
specificnost a opakovatelnost. 7. Carson Frieda, Histotechnologie: A Self Instructional Text, ASCP Press, Chicago 1990
8. Kok and Boon, Microwave Cookbook for Microscopits, Coulomb Press Leydon Leidon 1992
Kat. &. Popis Cil Specifiénost Citlivost Specifiénost Citlivost L.
produktu v ramci v ramci mezi testy mezi testy Kontaktni informace
testu testu
R < kvsell m - Chcete-li podat objednavku, navstivte nase webové stranky na SigmaAldrich.com. Technicky servis
HT1001 Roztok kyseliny  Houbove 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3 naleznete na strankach technického servisu na nasi webové strance SigmaAldrich.com/techservice.
jodisté organismy
Houbové - . .
HT1002 Roztok boraxu organismy 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3 Historie revizi
Methenamin ~ Houbové
HT1003 sttibra organismy 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3 Rev. 4.0 2016
Roztok chloridu  Houbové
HT1004 Jlatitého organismy 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3 Rev. 5.0 2022
Roztok Houbové Rev. 6.0 2022
HT1005 tlglo%sr:réahnou organismy 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3 Pfeneseno do nové Sablony s aktudlnim znacenim. Urceno pro profesiondlni pouZiti

Varovani a rizika

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

HT100A:

QOO

H271: Mize zplsobit poZar nebo vybuch; silné oxida¢ni ¢inidlo.

H302: Zdravi skodlivy pFi poziti.

H314: Zplsobuje t&7ké poleptani kiize a poskozeni o¢i.

H317: Mdze vyvolat alergickou kozni reakci.

H334 pFi vdechovéani mize zplsobit ptiznaky alergie nebo astmatu nebo dychaci potize.
H351: Podezfeni na vyvolani rakoviny.

360FD: Mdze poskodit plodnost. Mze poskodit nenarozené dité.

H373: Mdze zplsobit poskozeni organl (ititna zlaza) p¥i dlouhodobé nebo opakované expozici pfi
poziti.

H412: Skodlivy pro vodni organismy s dlouhodobymi Gcinky.

P210: Uchovévejte mimo dosah tepla, horkych povrchd, jisker, otevieného ohné a jinych zdrojt
vzniceni. Zakaz koureni.

P273: Zabrante uvolfiovani do Zivotniho prostfedi.
P280: Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranu oci / ochranu obliceje.

P303 + P361 + P353: PRI STYKU S KOZI (nebo viasy): Okamzité si sviéknéte viechny
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 / |ékare.

P305 + P351 + P338: PRI ZASAZENI OCf: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, pokud jsou nasazené a daji se snadno vyjmout. Pokracujte ve vyplachovani.

Pokud béhem pouzivani tohoto prostiedku nebo v disledku jeho pouzivani doslo
k zavazné nezadouci pFihodé, nahlaste to vyrobci a/nebo jeho autorizovanému
zastupci a vaSemu narodnimu Gfadu.

v ramci uréeného pouziti a bezpec¢nostnich opatfeni. Pfesunuti napovédy k uréeni
diagndzy do Uréeného pouziti. Revidované Uréené pouziti k dosazeni souladu s pokyny
IVDR. Aktualizovany bezpecnostni 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. Pfidany
kontaktni informace pro pfipad nezddouci udalosti. Pfidana ¢ast Varovani a rizika.

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 operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Bruksanvisning

Silver Stain (modifisert GMS)

Prosedyrenr. HT100

MRRCK

q3

Tiltenkt bruk

Silver Stain modifisert GMS-settet er ment for bruk i histologisk p&visning av sopp, basalmembran
og enkelte opportunistiske organismer. Silver Stain-settet er for "in-vitro-diagnostisk bruk".

Kun for profesjonell bruk. Dataene hentet fra denne hdndboken, kvalitativ prosedyre identifiserer
sopp, basalmembran og enkelte opportunistiske organismer i vevsprgver av humane prover. Nar
disse dataene vurderes i forbindelse med andre diagnostiske tester og informasjon, kan de brukes
som en hjelp til diagnostisering av soppinfeksjoner.

Sglvmetenaminborat-prosedyrer er godt dokumenterte.? Disse prosedyrene krever ofte klargjgring
av en forseggjort lgsning for testytelse. Lgsningsstabiliteten er begrenset og resultatene varierer
bemerkelsesverdig p& grunn av de lunefulle egenskapene til metallimpregnering og fotografisk
fremkalling.

Sglvfargesettet inneholder et stabilt fungerende sglvmetenaminsalt sammen med buffer,
toningsreagens og fremkaller. Dette gir laboratoriet en unik pakke for & visualisere sopp,
basalmembran og opportunistiske organismer som Pneumocystis carinii.*=* Inkludert er en
applikasjon for rask farging ved hjelp av en mikrobglgeovn.>-®

Kort fortalt oksideres mikrobielle cellevegger og basalmembranpolysakkarider til aldehyder ved
behandling med periodinsyre. Aldehydgruppen reduserer, ved alkalisk pH, sglvion til metallisk

sglv. Skylling med gullsalter danner et mer stabilt gullkompleks, og overflgdig sglv fijernes ved
en tiosulfatvask.

Reagenser

Perjodsyrelgsning (kat.nr. HT1001-100ML)
Perjodsyre, 1 g/dl, i avionisert vann.

Borakslgsning (kat.nr. HT1002-100ML)
Boraks, 5 g/dl, i avionisert vann. Fare. Gir alvorlige hudforbrenninger og gyeskader. Bruk vernehansker/
verneklaer/gyebeskyttelse/ansiktsbeskyttelse.

Sglvmetenaminreagens (kat.nr. HT1003-1VL; HT1003-6VL)

Sglvmetenamin, 110 mg/hetteglass. Fare. Farlig ved svelging. Gir alvorlige hudforbrenninger
og oyeskader. Kan fordrsake allergiske eller astmasymptomer eller pustevansker ved inndnding.
Mistenkt for & for8rsake kreft.

Gullkloridlgsning (kat.nr. HT1004-100ML)
Gullklorid, 200 mg/dl, i avionisert vann.

Natriumtiosulfatlgsning (kat.nr. HT1005-100ML)
Natriumtiosulfat, 2 g/dl, i avionisert vann.

Spesielle materialer som er ngdvendige, men som ikke fglger med

¢ Plasttang eller parafinbelagt metalltang.

¢ Positive kontrollglass, som Fungi TISSUE-TROL™ (kat.nr. TTR004), skal inkluderes i hver kjgring.

Motfarging (valgfritt)

(valget avhenger av prgven og individuelle preferanser)

e Tartrazinlgsning, kat.nr. HT302 [HT3024-120ML; HT3028-250ML]

e Harris hematoksylinlgsning, kat.nr. HHS [HHS16-500ML; HHS32-1L; HHS80-2,5 L; HHS128-4L]

e Eosin Y-lgsning, alkoholholdig, kat.nr. HT1101 [HT110116-500ML; HT110132-1L; HT110180-2.5L;
HT1101128-4L]

e Eosin Y-lgsning, vannholholdig, kat.nr. HT1102 [HT110216-500ML; HT110232-1L; HT110280-2.5L;
HT1102128-4L]

e Eosin Y-lgsning, alkoholholdig, med floksin, kat.nr. HT1103 [HT110316-500ML; HT110332-1L;
HT110380-2.5L; HT1103128-4L]

e Hurtiggrenn FCF

e Lysegrgnn SF Gulaktig

Kun for standardprosedyre:

¢ Vannbad, 62 °C

Kun for mikrobglgeprosedyrer:

e Coplin-krukker i plast med lokk

¢ Mikrobglgeovn

Oppbevaring og stabilitet

Oppbevar perjodsyrelgsning, sglvmetenamin-arbeidsreagens, gullkloridigsning og natriumtiosulfatlgsning

i kjgleskap (2-8 °C).

Oppbevar borakslgsning ved romtemperatur (18-26 °C). MERK: Boraks kan danne bunnfall under

kjgling. La den f& romtemperatur og opplgs far bruk.

Reagensetiketter har utlgpsdato.

Klargjgring

Klargjer slvmetenamin-arbeidsreagens ved & blande 8 ml borakslgsning, 100 ml avionisert vann
og innholdet i ett hetteglass med sglvmetenaminreagens. Bland til det er opplgst. Bruk én gang,
og kast deretter.

MERK: Ikke la sglvmetenamin-arbeidslgsning komme i kontakt med metaller.

MERK: For & gke testene per hetteglass til to, kan sglvmetenamin Igses opp i 100 ml avionisert
vann og oppbevares med tett lokk. Denne Igsningen er stabil ndr avkjglt (2-8 °C) i 1 maned. Nar
Igsningen er klar til bruk, tar du 50 ml av en sglvmetenaminlgsning og tilsetter 4 ml borakslgsning.
Sett den ubrukte andelen av sglvmetenaminlgsningen tilbake i kjgleskapet.

Forvarm alle reagensene til romtemperatur fgr bruk.

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 handtering av laboratoriereagenser skal fglges. Kast avfall i henhold til
lokale, statlige eller nasjonale forskrifter.

Fungi TISSUE-TROL™ kontrollglass er parafininnstgpt animalsk vev som inneholder sopp, 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.

Sopp og opportunistiske organismer som P. carinii
Fiksér i 10 % ngytral bufret formalin eller Bouins Igsning, step inn i parafin og skjaer snitt pd 5 mikron.!

Basalmembran
Fiksér i 10 % ngytral bufret formalin, Bouins eller Zenkers Igsning og skjaer snitt pa 1-4 mikron.!

Merknader

Fargekar skal vaskes i Dishbrite flytende rengjgringskonsentrat for laboratorieglass, kat. nr. S4107,
deretter blekelgsning, skylles godt i springvann og deretter i minst 6 skift avionisert vann.

Hvis det brukes mikrobglgeovn, se brukerh8ndboken for instruksjoner.

Standardprosedyre
1. Klargjgr sglvmetenamin-arbeidslgsning som beskrevet i avsnittet "Forberedelse" og plasser
i 62 °C vannbad.
2. Avparafiniser vevssnittene og rehydrer dem til avionisert vann.
3. Plasser rehydrerte deler i periodisk syrelgsning i 5 minutter for sopp og opportunistiske
organismer eller 11 minutter for basalmembran.
4. Fjern objektglassene og skyll i 6 skift med avionisert vann.
5. For pdvisning av sopp og opportunistiske organismer plasseres objektglassene
i forvarmet sglvmetenamin-arbeidslgsning. Undersgk i mikroskop etter 20 minutter.
Sopp og opportunistiske organismer skal veere mgrkebrune mot en blekgul bakgrunn.
For pdvisning av basalmembran plasseres objektglassene i forvarmet sglvmetenamin-
arbeidslgsning. Undersgk i mikroskop etter 30 minutter. Basalmembran skal vaere svart
mot merk gulbrun bakgrunn.
MERK: Mens du inkuberer snittene ved 62 °C, plasserer du en Coplin-krukke som inneholder
avionisert vann, i et 62 °C vannbad. Bruk dette vannet til § skylle fgr evaluering i trinn 5.
Undersgk i mikroskop at snittene har tilstrekkelig farging ved angitte intervaller.
Sett objektglassene tilbake i varm sglvmetenamin-arbeidslgsning til gnsket intensitet er
oppnadd.
Fjern objektglassene fra sglvmetenamin-arbeidslgsningen etter at tilstrekkelig strukturell
farging er oppnédd, og skyll 6 ganger i romtemperert, avionisert vann.
7. Nyanser snittene i gullkloridlgsning i 30 sekunder.
8. Skyll i romtemperert, avionisert vann 6 ganger.
9. Legg snittene i natriumtiosulfatigsning i 2 minutter.
10. Vask godt i rennende springvann.
11. Motfarg etter personlig preferanse med Tartrazin-lgsning, hurtiggrgnn FCF, lysegrgnn SF gulaktig,
Harris hematoksylinlgsning eller eosin Y-lgsning.
12. Dehydrer i alkohol, klarne i xylen, monter og undersgk i mikroskop.

o

Mikrobglgeprosedyre

1. Avparafiniser objektglassene og hydrer til avionisert vann.

2. Plasser objektglassene i 40 ml perjodsyrelgsning i en Coplin-krukke av plast. Dekk Coplin-
krukken lgst med lokk for den settes i mikrobglgeovnen, eller bruk Coplin-krukker med
hull i lokket. Kjgr i mikrobglgeovn pé 800 watt i 10 sekunder. ***Perjodsyrelgsning kan
gjenbrukes hvis den brukes ved romtemperatur i 5 minutter i stedet for mikrobglgeovn.
***For basalmembraner er inkubasjonstiden i perjodsyrelgsning 11 minutter ved
romtemperatur.

3. Ta objektglassene ut av perjodsyrelgsningen og skyll i dem 6 skift med avionisert vann.

4. Plasser objektglassene i 40 ml sglvmetenamin-arbeidslgsning i en Coplin-krukke av plast.

5. For sopporganismer: Kjgr i mikrobglgeovn pa 600 watt i 35 sekunder. Bland Igsningen
forsiktig med en beralpipette eller applikatorpinne. La den inklubere i 2-3 minutter.
Etter maksimalt 2 til 3 minutter plasseres objektglassene i varmt avionisert vann.
Kontroller utviklingen i mikroskop. Hvis organismene ikke er tilstrekkelig utviklet, legger du
objektglassene tilbake i sglvmetenamin-arbeidslgsningen. La dem ligge i 30 sekunder til
1 minutt eller til gnsket nyanse er oppnadd.
MERK: Foreslatte utviklingstider for falgende sopporganismer er som falger:

Blastomyces 2 minutter
Pneumocystis 2-3 minutter
Aspergillus 2-3 minutter

For basalmembran: Kjgr i mikrobglgeovn p& 600 watt i 35 sekunder. Ror forsiktig om
Igsningen. La objektglassene inklubere i 5 minutter. Kjor i mikrobglgeovn en andre gang ved
600 watt i 10 sekunder. La objektglassene utvikle seg i 2 minutter. Sjekk objektglass i
mikroskop. Hvis objektglassene ikke er tilstrekkelig utviklet, gjentar du siste trinn til gnsket
nyanse er oppnadd.

6. Skyll objektglassene i 6 skift med avionisert vann.

7. Nyanser objektglassene i gullkloridigsning i 30 sekunder ved romtemperatur.

8. Skyll objektglassene i 6 skift med avionisert vann.

9. Legg snittene i natriumtiosulfatigsning i 2 minutter ved romtemperatur.

10. Vask godt i rennende springvann.

11. Motfarg etter personlig preferanse med hurtiggrenn FCF, lysegrgnn SF gulaktig, Tartrazin-lgsning
eller hematokosylinlgsning eller eosin Y-lgsning.

12. Dehydrer i alkohol, klarne i xylen, monter og undersgk i mikroskop.
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Ytelsesegenskaper
Malstruktur Fargingsresultat
Sopp Lilla-brun til svart
P. carinii Lilla-brun til svart
Basalmembran Svart
Bakgrunn Avhengig av motfarging

Hvis de observerte resultatene avviker fra de forventede resultatene, skal du kontakte Sigma-Aldrichs
tekniske service for 8 fa hjelp.

Analytiske ytelsesegenskaper

De analytiske ytelsesresultatene for de gitte testene utfgrt pd alle méIstrukturer bekrefter 100 %
fglsomhet, spesifisitet og repeterbarhet.

Kat. nr. Produkt- Mal Intra-assay Intra-assay Intra-assay Intra-assay
beskrivelse spesifisitet fglsomhet spesifisitet fglsomhet
HT1001 S\fre;‘ggrifirfg sopporga- 34y 3 3av3 3av3 3av3
HT1002  Boraks lgsning S%Fi’gr?‘fra' 3av3 3av3 3av3 3av3
HT1003 Sglvmetenamin S%Eg%';gra' 3av3 3av3 3av3 3av3
HT1004 Gullkloridigsning S"rlﬁgr‘:‘?ra' 3av3 3av3 3av3 3av3
HT1005 Naftg{fﬁ";;iiﬂzu" Sopporga- 34y 3 3av3 3av3 3av3

Advarsler og farer
Se sikkerhetsdatablad og produktmerking for oppdatert risiko-, fare- eller sikkerhetsinformasjon.

HT100A:

QOO

H271: Kan fordrsake brann eller eksplosjon; sterkt oksidasjonsmiddel.

H302: Farlig ved svelging.

H314: Gir alvorlige hudbrannskader og gyeskader.

H317: Kan gi en allergisk hudreaksjon.

H334 Kan gi allergi- eller astmasymptomer eller pustevansker ved inndnding.
H351: Mistenkt for & forarsake kreft.

360FD: Kan skade fruktbarheten. Kan skade det ufgdte barnet.

H373: Kan péfore skade p& organer (nyre) ved langvarig eller gjentagende eksponering ved
svelging.

H412: Skadelig for plankton med langvarige effekter.

P210: Skal holdes unna varme, varme overflater, gnister, 8pen ild og andre antennelseskilder.
Royking forbudt.

P273: Unngé utslipp i miljget.
P280: Bruk vernehansker/verneklaer/vernebriller/ansiktsvern.

P303 + P361 + P353: VED PAFGRING PR HUDEN (eller hdret): Ta umiddelbart av alle forurensede
klzer. Skyll huden med vann.

P304 + P340 + P310: VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og sgrg for at det er behagelig
E] puste. Ring umiddelbart et GIFTINFORMASJONSSENTER/lege.

P305 + P351 + P338: VED PAFGRING I @YNE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter.
Fiern kontaktlinser, hvis de er tilgjengelige og det er enkelt & gjgre. Fortsett & skylle.

Hvis det har oppstéatt 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

u Produsent
EE] Se bruksanvisningen

Katalognummer

Batchkode

E Autorisert representant i Det
europeiske fellesskap/EU

REF|

LOT
g Brukes innen-dato
,Y Temperaturgrense A
el ®

EU-samsvarserklzering
(definert i IVDR 2017/746)

o)
m

In-vitro-diagnostisk medisinsk utstyr

Forsiktig

Produksjonsdato Importor

Referanser

1. Sheehan DC, Hrapchak BB: Theory and Practice of Histotechnology, 2. utg., CV Mosby Co. St.
Louis (MO), 1980

2. Koski JP: Silver methenamine-borate (SMB): Cost reduction with technical improvement in silver
nitrate-gold chloride impregnations. J Histotechnol 4:115, 1981

3. Churukian CJ, Schenk EA, Clark G: Dilute ammoniacal silver as a substitute for methenamine silver
to demonstrate Pneumocystis carinii and fungi. Lab Med 17:87, 1986

4. Leong AS-Y, Milios J: Rapid immunoperoxidase staining of lymphocyte antigens using microwave

irradiation. J Pathol 148:183, 1986

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

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

7. Carson Frieda, Histotechnology: A Self Instructional Text, ASCP Press, Chicago 1990
Kok and Boon, Microwave Cookbook for Microscopits, Coulomb Press Leydon Leidon 1992

Kontaktinformasjon

Besgk nettstedet vart p& SigmaAldrich.com for & legge inn en bestilling. For teknisk service, besgk siden
for tekniske tjenester pd nettstedet vart pd SigmaAldrich.com/techservice.

o w
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Sigma-Aldrich.

Kullanma Talimati

GUmus Boya (Modifiye GMS)

Prosedir No. HT100

MRRCK

q3

Kullanim Amaci

Gumis Boya modifiye GMS kitinin, mantarlarin, bazal membranin ve bazi firsatgl organizmalarin
histolojik gdsteriminde kullanimi amaglanir. Giimis Boya kiti "in Vitro Tani Amagli Kullanim" igindir.
Yalnizca profesyonel kullanim igindir. Bu manuel kalitatif prosediirden elde edilen veriler, insan
numunelerinin Doku drneklerinde mantarlari, bazal membrani ve bazi firsatg organizmalar belirler.
Bu veriler, diger tani testleri ve bilgilerle birlikte gézden gegirildiginde mantar enfeksiyonlarinin
tanisina yardimci olarak kullanilabilir.

GlUmus metenamin-borat prosedurleri hakkinda birgok belge vardir.*> Genellikle bu prosedirlerde,
test gergeklestiriimeden énce ayrintili soltsyon hazirhigi gerekir. Soliisyon stabilitesi sinirlidir ve metal
emilimi ve fotografik gelisimin dedisken dogasi nedeniyle sonuglar 6nemli dlgtide farklilik gésterir.

Gumis Boya Kiti, tampon, tonlama reaktifi ve gelistirici ile birlikte stabil galisan bir giimus
metenamin tuzu igerir. Bu sayede laboratuvara mantarlari, bazal membrani ve Pneumocystis
carinii gibi firsatgl organizmalari gérsellestirmek igin benzersiz bir paket sunulur.>-> Mikrodalga firin
kullanarak hizli boyama igin bir uygulama dahil edilmistir.>-¢

Kisaca, mikrobiyal hiicre duvari ve bazal membran polisakkaritleri, periyodik asit ile islenerek aldehitlere
oksitlenir. Aldehit grubu, alkali pH'ta giimus iyonunu metalik giimise indirger. Altin tuzlari ile durulama,
daha stabil bir altin kompleksi olusturur ve fazla gimus, bir tiyoslfat yikamasi ile giderilir.

Reaktifler

Periyodik Asit Soliisyonu (Kat. No. HT1001-100ML)
Periyodik asit, 1 g/dL, deiyonize suda.

Boraks Soliisyonu (Kat. No. HT1002-100ML)
Boraks, 5 g/dL, deiyonize suda. Tehlike. Ciddi cilt yaniklarina ve géz hasarina neden olur. Koruyucu
eldiven/koruyucu giysi/gdz koruyucu/ylz koruyucu kullanin.

Gilimiis Methenamin Reaktifi (Kat. No. HT1003-1VL; HT1003-6VL)

Gumis metenamin, 110 mg/sise. Tehlike. Yutuldugunda zararlidir. Ciddi cilt yaniklarina ve gz
hasarina neden olur. Solunmasi halinde alerji veya astim semptomlarina ya da solunum gugligine
neden olabilir. Kansere neden olabilir.

Altin Kloriir Soliisyonu (Kat. No. HT1004-100ML)
Deiyonize suda altin kloriir, 200 mg/dL.

Sodyum Tiyosiilfat Soliisyonu (Kat. No. HT1005-100ML)
Deiyonize suda sodyum tiyostlfat, 2 g/dL.

Saglanmayan Gerekli Ozel Malzemeler

e Plastik forseps veya parafin kapl metal forseps.

e Fungi TISSUE-TROL™ (Kat. No. TTR004) gibi pozitif kontrol lamlari her galismaya dahil edilmelidir.
Zit boyama (istege bagh)

(segim numuneye ve Kisisel tercihlere baghdir)

e Tartrazin solisyonu, Kat. No. HT302 [HT3024-120ML; HT3028-250ML]

e Harris Hematoksilin Sollisyonu, Kat. No. HHS [HHS16-500ML; HHS32-1L; HHS80-2.5L;
HHS128-4L]

e Eozin Y Solusyonu, Alkolll, Kat. No. HT1101 [HT110116-500ML; HT110132-1L; HT110180-2.5L;
HT1101128-4L]

e Eozin Y Solusyonu, Sulu, Kat. No. HT1102 [HT110216-500ML; HT110232-1L; HT110280-2.5L;
HT1102128-4L]

e Eozin Y Solusyonu, Alkolli ve Floksinli, Kat. No. HT1103 [HT110316-500ML; HT110332-1L;
HT110380-2.5L; HT1103128-4L]

e Hizli Yesil FCF

e Acik Yesil SF Sarimsi

Yalnizca Standart Prosediir Igin:

e Su banyosu, 62°C

Yalnizca Mikrodalga Prosediirii igin:

e Kapakl plastik Coplin kavanozlari

¢ Mikrodalga Firin

Saklama ve Stabilite

Periyodik Asit Sollisyonunu, Calisma Glmis Metenamin Reaktifini, Altin Klorir Sollisyonunu ve
Sodyum Tiyosiilfat Soltisyonunu buzdolabinda (2-8°C) saklayin.

Boraks Sollisyonunu oda sicakliginda (18-26°C) saklayin. NOT: Boraks, sogutma sirasinda gokelti
olusturabilir. Kullanmadan énce oda sicakligina getirin ve gokeltiyi gozdirtn.

Reaktif etiketlerinde son kullanma tarihi bulunur.

Hazirlama

8 mL Boraks Soltsyonu, 100 mL deiyonize su ve bir Gimus Metenamin Reaktif sisesinin igerigini
birlestirerek Calisma Gimugs Metenamin Sollsyonu hazirlayin. Cozilene kadar karistirin. Bir kez
kullanin, sonra atin.

NOT: Galisma Gumus Metenamin Sollisyonunun metallerle temas etmesine izin vermeyin.

NOT: Sise basina test sayisini ikiye gikarmak igin, Gimus Metenamin 100 mL deiyonize su iginde
cozulebilir ve kapagd sikica kapatiimis olarak saklanabilir. Bu soltsyon, buzdolabinda (2-8°C) 1 ay streyle
stabildir. Kullanima hazir oldugunda, 50 mL bir Giimus Metenamin Soliisyonu alin ve 4 mL Boraks
Sollisyonu ekleyin. Gimiis Metenamin Solusyonunun kullanilmayan kismini buzdolabina geri koyun.

Kullanmadan 6nce tim reaktifleri oda sicakhdina getirin.

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 uyulmahdir. Atiklari tim yerel,
eyalet, il veya ulusal seviyedeki yénetmeliklere uygun olarak atin.

Fungi TISSUE-TROL™ kontrol lamlari, mantar igeren parafine gémuli hayvan dokusudur ve
potansiyel olarak bulasici kabul edilmelidir.

Prosediir

Numune Toplama

Bilinen higbir test yontemi, kan érneklerinin veya dokunun enfeksiyon bulastirmayacagini tam
olarak garanti edemez. Bu nedenle, tim kan tirevleri veya doku 6rnekleri potansiyel olarak bulasici
kabul edilmelidir.

Mantar ve Firsatci Organizmalar (P. carinii gibi)

%10 nétr tamponlu formalin veya Bouin Solusyonu ile fiksasyon gergeklestirin, parafine gémiin ve
5 mikronluk kesitler kesin.*

Bazal Membran

%10 nétr tamponlu formalin, Bouin veya Zenker Sollisyonu ile fiksasyon gergeklestirin, 1-4 mikronluk
parafin kesitler kesin.!

Notlar

Boyama kaplari Dishbrite sivi laboratuvar cam esyalari temizleme konsantresi, Kat. S4107,
ardindan agartma sollsyonuyla yikanmali, musluk suyunda ve ardindan en az 6 kez degistirilen
deiyonize suda iyice durulanmalidir.

Mikrodalga firin kullaniliyorsa talimatlar igin litfen Grintn Kullanim Kilavuzuna bakin.

Standart Prosedur

1. Caligma Gumis Metenamin Solisyonunu "Hazirlama"
62°C'lik su banyosuna koyun.

2. Doku kesitlerini deparafinize edin ve deiyonize suyla tekrar hidratlayin.

3. Rehidre kesitleri, mantarlar ve firsatgl organizmalar igin 5 dakika boyunca veya bazal
membran igin 11 dakika boyunca Periyodik Asit Solisyonunda tutun.

4. Lamlari gikarin ve 6 kez degistirdiginiz deiyonize su ile durulayin.

5. Mantarlarin ve Firsatgi Organizmalarin Gosterimi igin, lamlari énceden 1sitilmis Calisma

Gumis Metenamin Sollisyonuna yerlestirin. 20 dakika sonra mikroskopla inceleyin. Mantarlar

ve firsatgl organizmalar, soluk sari bir arka plana karsi koyu kahverengi olmalidir.

Bazal Membranin Gosterimi igin, lamlari 6nceden isitilmis Calisma Gimis Metenamin

Sollisyonuna yerlestirin. 30 dakika sonra mikroskopla inceleyin. Bazal membran koyu

sari-kahverengi arka plan tzerinde siyah olmalidir.

NOT: Kesitleri 62°C'de inkiibe ederken deiyonize su igeren bir Coplin kavanozunu 62°C'lik su

banyosuna yerlestirin. Adim 5'teki degerlendirmeden énce bu suyu durulama igin kullanin.

Yeterli boyama igin kesitleri belirtilen aralikta mikroskopla inceleyin. Lamlari, istenen

yogunluga ulagilana kadar ilik Galisma Gimis Metenamin Sollisyonuna geri koyun.

Yeterli yapisal boyama elde edildikten sonra lamlari Calisma Gimis Metenamin

Solusyonundan gikarin ve oda sicakliginda deiyonize suda 6 kez durulayin.

7. Altin Klorir Sollisyonunda 30 saniye boyunca kesitleri gliclendirin.

8. Oda sicakliginda deiyonize suda 6 kez durulayin.

9. Kesitleri 2 dakika boyunca Sodyum Tiyostlfat Soliisyonuna yerlestirin.

10. Akan musluk suyunda iyice yikayin.

11. Tartrazine sollsyonu, Hizl Yesil FCF, Agik Yesil SF Sarimsi, Harris Hematoksilin Sollisyonu
veya Eozin Y Sollsyonu ile kisisel tercihinize gore zit boyama yapin.

12. Alkolde dehidratlayin, ksilende temizleyin, yerlestirin ve mikroskopla inceleyin.

Sliminde anlatildigi gibi hazirlayin ve

o

Mikrodalga Proseduri

1. Lamlar deparafinize edin ve deiyonize suyla hidratlayin.

2. Lamlan plastik bir Coplin kavanozunda bulunan 40 mL Periyodik Asit Sollisyonuna yerlestirin.
Mikrodalga firina yerlestirmeden 6nce Coplin kavanozunun kapadini gevsek bir sekilde kapatin
veya delik kapakli Coplin kavanozlari kullanin. 10 saniye boyunca 800 watt seviyesinde
mikrodalgada tutun. ***Periyodik Asit Soliisyonu, mikrodalga firin yerine oda sicakliginda
5 dakika boyunca kullanilirsa yeniden kullanilabilir. ***Bazal membranlar igin Periyodik Asit
Soliisyonu inkiibasyon siiresi oda sicakhiginda 11 ikad

3. Lamlari Periyodik Asit Sollisyonundan cikarin ve 6 kez degistirdiginiz deiyonize su ile durulayin.

4. Lamlar plastik bir Coplin kavanozunda bulunan 40 mL Calisma Gimus Metenamin
Sollisyonuna yerlestirin.

5. Mantar Organizmalari icin 600 watt seviyesinde 35 saniye boyunca mikrodalgada tutun.
Sollsyonu bir beral pipet veya aplikatér gubugu ile hafifge karistirin. 2-3 dakika boyunca
inklibe edin. 2 ila 3 dakikayr gegmeden lamlari ilik deiyonize suya koyun ve geligimi
mikroskopla kontrol edin. Organizmalar yeterince gelismemisse lamlari Calisma Gumis
Metenamin Sollsyonuna geri koyun ve 30 saniye ila 1 dakika boyunca veya istenen ton elde
edilene kadar bekletin.

NOT: Asagidaki mantar organizmalari igin énerilen gelisme sireleri asagidaki gibidir:

Blastomikoz 2 dakika
Pnémosistis 2-3 dakika
Aspergillus 2-3 dakika

Bazal Membran igin 600 watt seviyede 35 saniye boyunca mikrodalgada tutun. Soltisyonu
hafifge galkalayin. Lamlar 5 dakika inkiibe edin. 10 saniye boyunca 600 watt seviyede
ikinci kez mikrodalga firinda tutun. Lamlarin 2 dakika boyunca gelismesine izin verin. Lamlari
mikroskopla kontrol edin. Lamlar yeterince gelismemigse istenen ton elde edilene kadar son
adimi tekrarlayin.

Lamlari 6 kez degistirdiginiz deiyonize su ile durulayin.

Lamlari Altin Klorir Solisyonunda 30 saniye boyunca oda sicakhiginda guglendirin.
Lamlari 6 kez degistirdiginiz deiyonize su ile durulayin.

Lamlari 2 dakika boyunca oda sicakliginda Sodyum Tiyosdilfat Soltisyonuna yerlestirin.
10. Akan musluk suyunda iyice yikayin.
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11. Hizh Yesil FCF, Agik Yesil SF Sarimsi, Tartrazine soliisyonu, Hematoksilin Sollisyonu veya Eozin Y
Solusyonu ile kisisel tercihinize gére zit boyama yapin.
12. Alkolde dehidratlayin, ksilende temizleyin, yerlestirin ve mikroskopla inceleyin.

Performans Ozellikleri

Hedef Yapi Boyama Sonucu
Mantarlar Morumsu-kahverengiden siyaha
P. carinii Morumsu-kahverengiden siyaha

Bazal Membran
Arka Plan

Gozlemlenen sonuglar beklenen sonuglardan farkliysa, yardim igin litfen Sigma-Aldrich Teknik Servisi ile
iletisime gegin.

Siyah
Zit boyamaya bagh

Analitik Performans Ozellikleri

Tum hedef yapilar Gizerinde yurtilen belirli testlere ait analitik performans sonuglari %100 duyarlilik,
6zgullik ve tekrarlanabilirligi dogrulamaktadir.

Kat. No.  Uriin Tanimi Hedef Tahlil ici  Tahlil ici  Tahliller  Tahliller
Ozgiilliik Duyarhlik _ Arasi Arasi
Ozgiilliik  Duyarhilik
Periyodik Asit Mantar ' ' . '
HT1001 Cozeltisi organizmalari 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Boraks Mantar . . ' '
HT1002 Cozeltisi organizmalari 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Gumius Mantar " " y .
HT1003 Metenamin organizmalari 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Altin Klortr Mantar . . ' ’
HT1004 Cozeltisi organizmalari 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Sodyum Tiyosiilfat Mantar " " y .
HT1005 Cozeltisi organizmalari 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3

Uyarilar ve Tehlikeler
Guncellenmis herhangi bir risk, tehlike veya guvenlik bilgisi igin Glvenlik Veri Formuna ve uriin etiketine bakin.

HT100A:

YOO

H271: Yangina veya patlamaya yol agabilir; guigli oksitleyici.

H302: Yutuldugunda zararlidir.

H314: Ciddi cilt yaniklarina ve g6z hasarina neden olur.

H317: Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.

H334: Solunmasi halinde alerji veya astim semptomlarina ya da solunum giigligine neden olabilir.
H351: Kansere neden oldugundan kuskulaniimaktadir.

360FD: Uremeye zarar verebilir. Dogmamis gocukta hasara yol agabilir.

H373: Yutulmasi halinde uzun sireli veya tekrarli maruziyet sonucu organlarda (tiroid) hasara
neden olabilir.

H412: Sudaki yasam igin uzun sureli etkiyle zararlidir.

P210: Isidan, sicak ylzeylerden, kivilcimlardan, agik alevlerden ve diger tutusturma kaynaklarindan
uzak tutun. Sigara igilmez.

P273: Cevreye salinmasini énleyin.
P280: Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz koruyucu/ytiz koruyucu kullanin.

P303 + P361 + P353: CILTLE (veya sagla) TEMAS halinde: Tiim kontamine giysilerinizi hemen
cikarin. Cildinizi suyla durulayin.

P304 + P340 + P310: SOLUNMASI HALINDE: Kisiyi temiz havaya cikarin 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 lireticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve ulusal yetkili
makaminiza bildirin.

Sembol Tanimlari
EN ISO 15223-1:2021'de tanimlanan semboller

“ Uretici

Katalog Numarasi

Kullanma Talimatina bakin Parti Kodu

Avrupa Birligi Uygunluk Beyani

Avrupa Toplulugu'nda/Avrupa
c (IVDR 2017/746'da tanimlanmistir)

Birligi'nde Yetkili Temsilci

m

Son Kullanma Tarihi in vitro tani amaglh tibbi cihaz

Sicaklik Sinirt Dikkat

B
&
A
il

Uretim Tarihi ithalatgi
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Iletisim Bilgileri
Siparis vermek igin lutfen SigmaAldrich.com adresinden web sitemizi ziyaret edin. Teknik Servis igin
lutfen SigmaAldrich.com/techservice adresinden web sitemizin teknik servis sayfasini ziyaret edin.
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Mevcut markalama ile yeni sablona aktarildi. Kullanim amaci ve 6nlemler bélimiinde
profesyonel kullanim amagli oldugu belirtildi. Taniya yardimci ifadesi, kullanim amaci
bolimine aktarildi. Kullanim amaci, IVDR y6nergelerine uyumlu sekilde revize edildi.
Malzeme Giivenlik Bilgi Formu, Giivenlik Bilgi Formu olarak giincellendi. iletisim bilgileri
glincellendi. Numune toplama igin CLSI'yi takip etme talimati kaldirldi. Semboller

icin EN 980 kaldirildi ve EN ISO 15223-1:2021 olarak dedistirildi. Advers olay iletisim
bilgileri eklendi. Uyarilar ve Tehlikeler bolimu eklendi.
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