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Sigma-Aldrich.

Instructions for Use

Leukocyte Peroxidase
(Myeloperoxidase) Kit

Procedure No. 391
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Intended Use

Sigma-Aldrich Peroxidase (Myeloperoxidase) kit is intended for use as a general laboratory
histochemical stain for the demonstration of leukocyte peroxidase. The Peroxidase
(Myeloperoxidase) kit is for professional “In Vitro Diagnostic Use” only. This manual, qualitative
procedure identifies polymorphonucleocytes in blood or bone marrow films of human specimens.
Histological visualization and identification of polymorphonucleocytes is a unique technique
currently commonly used in medicine.

Diaminobenzidine (DAB), as a benzidine substitute for peroxidase (myeloperoxidase) cytochemistry,
has less tinctorial power than benzidine.!? This made DAB much less attractive to histochemists.
However, Hanker and associates improved DAB methodology, making it more suitable for
differentiating granulocytes, their precursors and monocytes from cells of lymphoid origin.>-®
According to their modification, the brown reaction product is first intensified with copper salts
followed by application of Gill's modified Papanicolaou stain, resulting in intense grey-black granules
at sites of neutrophil and monocyte myeloperoxidase.”

The Sigma-Aldrich procedure is similar to that developed by Hanker, involving the following
reactions:

DAB + H,0, MP > Oxidized DAB (Light Brown Pigment)

Oxidized DAB + Cu(NO,), — Grey-Black Pigment

When treated with Gill’s modified Papanicolaou stain, the reaction product is further intensified
and characteristic color imparted to neutrophils, eosinophils and basophils. It should be noted that
evidence indicating the carcinogenicity of DAB is equivocal and good laboratory practice should
preclude any potential hazard.®

Reagents

Diaminobenzidine (Cat. No. 3911-1VL)

Diaminobenzidine tetrahydrochloride, 25 mg/vial (10 vials). Danger. Suspected of causing
genetic defects. May cause cancer. Obtain special instructions before use. Use personal protective
equipment as required. If exposed or concerned: Get medical advice/attention.

Copper Nitrate (Cat. No. 3912-1VL)
Copper nitrate, 625 mg/vial (2 vials). Danger. May intensify fire, oxidizer. Harmful if swallowed.
Causes skin irritation. Causes serious eye damage. Very toxic to aquatic life.

TRIZMA® Buffer Concentrate (Cat. No. 3913-50ML)
TRIZMA®-HCI buffer, 1.0 mol/L. Warning. Causes skin irritation. Causes serious eye irritation.

Glutaraldehyde Solution (Cat. No. 3802-75ML)
Glutaraldehyde, 4%, and borate buffer, 67 mmol/L, pH 7.6. (2 x 75 mL)

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

Gill Modified EA Solution (Cat. No. 3915-100ML)

Fast Green FCF (certified), C.I. 42053, 0.017% (w/v), Eosin Y (certified), C.I. 45380, 0.4%
(w/v), alcohol, 73% (v/v), absolute methyl alcohol, 25% (v/v), glacial acetic acid, 2% (v/v) and
phosphotungstic acid, 0.4% (w/v).

Scott’s Tap Water Substitute Concentrate (Cat. No. S5134-100ML)
Contains magnesium sulfate ¢ 7H20, 200 g/L, sodium bicarbonate, 20 g/L, and preservative

Special Materials Required but Not Provided
e Absolute Ethanol

e Ethanol, 95%

e Hydrogen Peroxide, 1%

e Acetone, ACS Reagent

e Xylene or xylene substitute

Storage and Stability

Store Diaminobenzidine and Glutaraldehyde Solution in refrigerator (2-8°C). Reagent labels bear
expiration date. Store other kit reagents at room temperature (18-26°C). Protect Hematoxylin
Solution from light. Reagent labels for Copper Nitrate and Gill Modified EA Solution bear expiration
date.

Store Copper Nitrate Solution and Scott’s Tap Water Substitute Working Solution at room
temperature (18-26°C). Store TRIZMA® Working Solution in refrigerator (2-8°C). If turbidity
develops, discard Copper Nitrate Solution, TRIZMA® Buffer Concentrate and Working Solution,
Scott’s Tap Water Substitute Concentrate and Working Solution.

Store Glutaraldehyde-Acetone Fixative tightly stoppered in refrigerator (2-8°C). Stable provided pH
is in range 7.2 to 8.0.

Deterioration

Discard Hematoxylin Solution, Gill No. 3, if solution turns brown (air oxidation) or purple (loss of
acidity).

Preparation

Copper Nitrate Solution is prepared by dissolving contents of 1 vial Copper Nitrate in 250 mL
deionized water.

TRIZMA® Working Solution (pH 7.6 + 0.3) is prepared by diluting 1 volume of TRIZMA® Buffer
Concentrate with 9 volumes deionized water.

Glutaraldehyde-Acetone Fixative Solution is prepared by adding 25 mL reagent grade acetone to 75
mL Glutaraldehyde Solution.

Scott’s Tap Water Substitute Working solution is prepared by diluting 1 volume Scott’s Tap Water
Substitute Concentrate with 9 volumes deionized water.

Filter Hematoxylin Solution, Gill No. 3, before use.

Precautions

These IVDs 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.

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.

Bone marrow aspirate, peripheral blood or buffy coat preparations may be used. Either heparin or
EDTA serves as a satisfactory anticoagulant.3 Unfixed samples may be stored at room temperature
(18-26°C) protected from light for several months without loss of activity.*

Note

It is recommended that blood films prepared from healthy donors be processed along with patient
samples to monitor system performance.

Although myeloperoxidase is generally considered a marker for cells of myelocytic lineage, it is
imperative to recognize that monoytoid cells may also display weak peroxidase activity.

Procedure
1. Dissolve contents of 1 Diaminobenzidine vial in 50 mL TRIZMA® Working Solution.
2. Set up a series of staining jars containing the following:
e Glutaraldehyde-Acetone Fixative Solution
e Diaminobenzidine Solution prepared in Step 1
e Copper Nitrate Solution
e Hematoxylin Solution, Gill No. 3.
e Scott’s Tap Water Substitute Working Solution
¢ Gill's Modified EA Solution
e Two dishes with 95% ethanol
¢ Two dishes with absolute ethanol
e Three dishes with xylene. See NOTE following Step 18
3. Immediately prior to fixing slides, add 0.5 mL 1% hydrogen peroxide to Diamino-benzidine
solution prepared in Step 1. Mix well.
4. Fix slides at 4-8°C in Glutaraldehyde-Acetone Fixative Solution for 1 minute.
5. Rinse briefly (30 seconds) in deionized water.
6. Incubate for 45 seconds in Diaminobenzidine/Peroxide solution prepared in Step 3.
7. Rinse briefly (30 seconds) in deionized water.
8. Immerse in Copper Nitrate Solution for 2 minutes with gentle agitation.
9. Rinse briefly (30 seconds) in deionized water.
10. Immerse in Hematoxylin Solution, Gill No. 3 for 8 seconds (4 dips).
11. Rinse in 2 changes of deionized water for 5 seconds with agitation.
12. Immerse for 12 seconds (6 dips) in Scott’s Tap Water Substitute Working Solution.
13. Rinse in 2 changes of deionized water for 5 seconds.
14. Immerse in Gill Modified EA Solution for 1 minute.
15. Rinse in 2 changes of 95% ethanol for 3 seconds each.
16. Rinse in 2 changes absolute ethanol for 3 seconds each.
17. Rinse in 3 changes xylene for 3 seconds each.
18. Mount in permanent mounting media and examine microscopically. Color will fade if slides are
not mounted.
Note
The procedure may be shortened by eliminating Steps 14-17. Eosinophil peroxidase will appear
dark red-brown instead of red-orange. If Gill Modified EA Solution is used, rinsing in alcohol and
xylene must be included.

Performance Characteristics

Neutrophils and their precursors show grey-black intracellular granulation. Monocytes stain less
intensely. Eosinophils stain red-orange while basophils stain blue. Lymphocytes do not show
peroxidase activity.

Blood films prepared from normal donors were stained for myeloperoxidase according to this
procedure and by a benzidine method.! Neutrophils showed brown-black granulation with this
procedure and blue granulation with the benzidine procedure. In both cases, monocytes stained
less intensely and lymphocytes did not show myeloperoxidase activity.

If observed results vary from expected results, please contact Sigma-Aldrich Technical Service for
assistance.
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Analytical Performance Characteristics

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

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

N Manufacturer Catalogue Number

Cat. Product Description Target Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
No Specificity  Sensitivity  Specificity  Sensitivity [:]j] Consult Instructions for Use Batch Code
- . Sites of
3911 Diaminobenzidine Activity 30f3 30of3 30f3 30f3 Authorized Representative European Union Declaration
- Sites of in the European Community/ C E of Conformity (defined in IVDR
3912 Copper Nitrate Activity 30f3 30f3 30f3 30of3 European Union 2017/746)
TRIZMA® Buffer .
3913 Concentrate Osmolality 30f3 30f3 30f3 30f3 g Use-by Date In vitro diagnostic medical device
pH 30f3 30f3 30f3 30f3
; Temperature Limit Caution
3802 Glutaraldehyde Sites of 30f3 30f3 30f3 30f3 A A
- - 4 @ Date of Manufacture % Importer
GHs3 Hematoxyin Solution, e 30f3 30f3 30f3 30f3
Gl d‘f'. TEA cn IReP Indicates the Authorised
3915 ! St;)lultiI:n Cytoplasm 30of 3 3of 3 30f 3 30of 3 Representative in Switzerland
Scott's Tap
S5134 W?:ter Sulgst;tue Osmolality 30of3 3of 3 30of3 30of3 References
oncentrate
pH 30f3 3of 3 3of3 3of 3 1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using

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

391A:

SO ®E

H225 Highly flammable liquid and vapour.

H272 May intensify fire, oxidizer.

H290 May be corrosive to metals.

H302 + H312 + H332 Harmful if swallowed, in contact with skin or if inhaled.
H315 Causes skin irritation.

H317 May cause an allergic skin reaction.

H318 Causes serious eye damage.

H334 May cause allergy or asthma symptoms or breathing difficulties if inhaled.
H335 May cause respiratory irritation.

H341 Suspected of causing genetic defects.

H350 May cause cancer.

H360 May damage fertility. May damage the unborn child.

H370 Causes damage to organs.

H373 May cause damage to organs through prolonged or repeated exposure if swallowed.
H410 Very toxic to aquatic life with long lasting effects.

P201 Obtain special instructions before use.

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

P220 Keep away from clothing and other combustible materials.

P260 Do not breathe dust/ fume/ gas/ mist/ vapours/ spray.

P273 Avoid release to the environment.

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

P304 + P340 + P312 IF INHALED: Remove person to fresh air and keep comfortable for breathing.
Call a POISON CENTER/doctor if you feel unwell.

P305 + P351 + P338 + P310 IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove
contact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing. Immediately call a POISON CENTER/
doctor.

P308 + P311 IF exposed or concerned: Call a POISON CENTER/doctor.

P370 + P378 In case of fire: Use dry sand, dry chemical or alcohol-resistant foam to extinguish.

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.

peroxidases as protein tracers. J Exp Med 124:1123, 1966

2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase
in the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique. J
Histochm Cytochem 14:291, 1966

3. Hanker JS, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive
phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978

4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of
acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979

5. Hanker JS, Chandross RJ, Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of
common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980

6. Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and
Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons. P.J.
Stoward and JM Polak, Editors, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991

7. Gill GW, Frost JK, Miller KA: A new formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither
overstains nor requires differentiation. Acta Cytol 18:300, 1974

8. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and
Pathology, Vol 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Editors, Lea and Febiger,
Philadelphia, 1981, pp 149-242

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. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Transferred to new template with current branding. Specified for professional use in
intended use and precautions. Revised intended use to align with IVDR guidelines.
Updated Material Safety Data Sheet to Safety Data Sheet. Updated contact information.
Removed instruction to follow CLSI for specimen collection. Removed EN 980

and changed to EN ISO 15223-1:2021 for symbols. Added adverse event contact
information. Added Warnings and Hazards. Added CH-REP information

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 @ 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

The Initial M 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.

© 2023 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.

Anweisungen fir den Gebrauch

Leukozytenperoxidase
(Myeloperoxidase) - Kit

Verfahren Nr. 391
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Verwendungszweck

Das Peroxidase (Myeloperoxidase)-Kit von Sigma-Aldrich ist als allgemeines histochemisches
Farbemittel fir den Laborgebrauch zum Nachweis von Leukozytenperoxidase bestimmt. Das
Peroxidase (Myeloperoxidase)-Kit ist nur fiir die professionelle ,In-vitro-Diagnostik™ bestimmt.
Bei diesem manuellen, qualitativen Verfahren werden die Polymorphonukleozyten in Blut- oder
Knochenmarkausstrichen von menschlichen Proben identifiziert. Die histologische Visualisierung
und Identifizierung der Polymorphonukleozyten ist eine einzigartige Technik, die derzeit in der
Medizin haufig eingesetzt wird.

MRRCK

Diaminobenzidin (DAB), in der Zytochemie fiir Peroxidase (Myeloperoxidase) als Ersatz fir
Benzidin eingesetzt, weist eine geringere Farbewirkung als Benzidin auf.'? Dadurch war DAB fiir
Histochemiker weit weniger attraktiv. Hanker und Mitarbeiter verbesserten jedoch die DAB-
Methode, die sich nun besser fir die Differenzierung von Granulozyten, ihren Vorstufen und
Monozyten von Zellen lymphoiden Ursprungs eignet.>-° Nach ihrer Modifikation werden die braunen
Reaktionsprodukte zunéchst mit Kupfersalzen intensiviert und anschlieBend mit der modifizierten
Papanicolaou-Farbung von Gill geférbt. Das Ergebnis sind intensive grau-schwarze Granula in den
Bereichen, in denen neutrophile und monozytére Myeloperoxidase vorhanden ist.”

Das Verfahren von Sigma-Aldrich &hnelt dem von Hanker entwickelten Verfahren, das die folgenden
Reaktionen umfasst:

DAB + H,0, MP > Oxidiertes DAB (hellbraunes Pigment)

Oxidiertes DAB +Cu(NO,), —P Grauschwarzes Pigment

Bei der weiteren Behandlung mit der modifizierten Papanicolaou-Féarbung von Gill wird das
Reaktionsprodukt noch intensiver und Neutrophile, Eosinophile und Basophile nehmen eine
charakteristische Farbe an. Es ist anzumerken, dass es keine eindeutigen Beweise fir die
Karzinogenitat von DAB gibt und dass gute Laborpraktiken samtliche potenziellen Gefahren
ausschlieBen sollten.®

Reagenzien

Diaminobenzidin (Kat.-Nr. 3911-1VL)

Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid, 25 mg/Flasche (10 Flaschchen). Gefahr. Steht im Verdacht,
genetische Defekte zu verursachen. Kann Krebs erzeugen. Informieren Sie sich (iber besondere
Hinweise zur Verwendung. Verwenden Sie bei Bedarf personliche Schutzausriistung. Bei Exposition
oder Moglichkeit einer Exposition: Holen Sie sich arztlichen Rat/arztliche Hilfe.

Kupfernitrat (Kat.-Nr. 3912-1VL)

Kupfernitrat, 625 mg/Flasche (2 Flaschchen). Gefahr. Kann Feuer verstérken, Oxidationsmittel.
Gesundheitsschadlich beim Verschlucken. Verursacht Hautreizungen. Verursacht schwere
Augenschaden. Sehr giftig flir Wasserorganismen.

TRIZMA® Pufferkonzentrat (Kat.-Nr. 3913-50ML)
TRIZMA®-HCI-Puffer, 1,0 mol/l. Warnung. Verursacht Hautreizungen. Verursacht
schwere Augenreizungen.

Glutaraldehyd-Losung (Kat.-Nr. 3802-75ML)
Glutaraldehyd, 4 % und Boratpuffer, 67 mmol/I, pH-Wert 7,6 (2 x 75 ml)

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

Nach Gill modifizierte EA-Losung (Kat.-Nr. 3915-100ML)

Echtgriin FCF (zertifiziert), C.I. 42053, 0,017 % (w/v), Eosin Y (zertifiziert), C.I. 45380,

0,4 % (w/v), Alkohol, 73 % (v/v), reiner Methylalkohol, 25 % (v/v), Eisessig, 2 % (v/v) und
Phosphowolframsaure, 0,4 % (w/v).

Scott's Leitung Ersat: rat (Kat.-Nr. S5134-100ML)
Enthélt Magnesiumsulfat. « 7H20, 200 g/I, Natriumbicarbonat, 20 g/I und Konservierungsmittel

Spezielle Materialien, die erforderlich sind, aber nicht zur Verfiigung
gestellt werden

¢ Reines Ethanol

e Ethanol, 95 %

e Wasserstoffperoxyd, 1 %

e Aceton, ACS-Reagenz

e Xylol oder Xylolersatz

Lagerung und Stabilitat

Diaminobenzidin und Glutaraldehyd-Lésung im Kihlschrank (2-8 °C) aufbewahren. Die Etiketten
der Reagenzien tragen das Verfallsdatum. Die restlichen Reagenzien des Kits bei Raumtemperatur
(18-26 °C) lagern. Hamatoxylin-Lésung vor Licht schiitzen. Die Etiketten der Reagenzien fiir
Kupfernitrat und die nach Gill modifizierte EA-L6sung enthalten das Verfallsdatum.

Kupfernitratlésung und Scott's Leitungswasser Ersatz-Arbeitslésung bei Raumtemperatur

(18-26 °C) lagern. TRIZMA® Arbeitslésung im Kihlschrank (2-8 °C) aufbewahren. Beim Auftreten
einer Tribung die Kupfernitratlésung, das TRIZMA® Pufferkonzentrat und die Arbeitsldsung sowie
das Scott's Leitungswasser-Ersatzkonzentrat und die Arbeitsldsung entsorgen.

Das Glutaraldehyd-Aceton-Fixiermittel dicht verschlossen im Kiihlschrank (2-8 °C) aufbewahren.
Stabil, wenn der pH-Wert im Bereich von 7,2 bis 8,0 liegt.

Zerfall

Die Hamatoxylin-Lésung, Gill Nr. 3, entsorgen, wenn sich die Lésung braun (Luftoxidation) oder
violett (Verlust des Sauregehalts) farbt.

Vorbereitung

Zur Herstellung der Kupfernitratldsung den Inhalt einer Ampulle Kupfernitrat in 250 ml
entionisiertem Wasser auflosen.

Die TRIZMA® Arbeitslésung (pH-Wert 7,6 +0,3) wird durch Verdiinnen von 1 Volumen TRIZMA®
Pufferkonzentrat mit 9 Volumina entionisiertem Wasser hergestellt.

Die Glutaraldehyd-Aceton-Fixierldsung durch Zugabe von 25 ml Reagenz-Aceton zu 75 ml
Glutaraldehydlésung zubereiten.

Scott's Leitungswasser-Ersatz Arbeitslésung wird durch Verdiinnen von 1 Volumen Scott's
Leitungswasser-Ersatzkonzentrat mit 9 Volumina deionisiertem Wasser hergestellt.

Die Hamatoxylin-Lésung, Gill Nr. 3, vor Gebrauch filtern.

VorsichtsmaBnahmen

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

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

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.

Es kénnen Knochenmarkaspirate, peripheres Blut oder Buffy-Coat-Praparate verwendet werden.
Als Antikoagulans eignen sich entweder Heparin oder EDTA.? Nicht fixierte Proben kénnen bei
Raumtemperatur (18-26 °C) und vor Licht geschiitzt mehrere Monate lang gelagert werden,
ohne ihre Aktivitat zu verlieren.*

Hinweis
Es wird empfohlen zur Uberwachung der Systemleistung Blutausstriche von gesunden Spendern
zusammen mit Patientenproben zu verarbeiten.

Obwohl die Myeloperoxidase im Allgemeinen als Marker fir Zellen der myelozytaren Abstammung
gilt, muss berlicksichtigt werden, dass auch monozytoide Zellen eine geringe Peroxidase-Aktivitat
aufweisen kénnen.

Verfahren
1. Den Inhalt eines Flaschchens Diaminobenzidin in 50 ml TRIZMA® Arbeitslésung auflésen.
2. Eine Reihe von Farbetrégen mit folgenden Materialien vorbereiten:
¢ Glutaraldehyd-Aceton-Fixierlésung
e In Schritt 1 hergestellte Diaminobenzidinlésung
e Kupfernitratlésung
e Hamatoxylin-Losung, Gill Nr. 3.
e Scott's Leitungswasser-Ersatz Arbeitslosung
¢ Nach Gill modifizierte EA-Losung
e Zwei Schalen mit 95%igem Ethanol
e Zwei Schalen mit reinem Ethanol
e Drei Schalen mit Xylol. Den HINWEIS nach Schritt 18 beachten
3. Unmittelbar vor dem Fixieren der Objekttrédger 0,5 ml 1%ige Wasserstoffperoxidlésung zu der
in Schritt 1 vorbereiteten Diaminobenzidinlésung hinzuftigen. Gut mischen.
4. Die Objekttrager bei 4-8 °C fiir 1 Minute in der Glutaraldehyd-Aceton-Fixierlésung fixieren.
5. Kurz (30 Sekunden) mit entionisiertem Wasser abspdlen.
6. 45 Sekunden in der in Schritt 3 vorbereiteten Diaminobenzidin/Peroxid-Losung inkubieren.
7. Kurz (30 Sekunden) mit entionisiertem Wasser abspiilen.
8. Fur 2 Minuten in die Kupfernitratlésung eintauchen, dabei vorsichtig umrihren.
9. Kurz (30 Sekunden) mit entionisiertem Wasser abspiilen.
10. Fir 8 Sekunden in Hamatoxylin-Lésung, Gill Nr. 3, eintauchen (4 Tauchgénge).
11. 2 Mal unter Bewegung 5 Sekunden lang in entionisiertem Wasser absptlen.
12. Fir 12 Sekunden (6 Tauchgénge) in Scott's Leitungswasser-Ersatz Arbeitslésung eintauchen.
13. 2 Mal jeweils 5 Sekunden mit entionisiertem Wasser abspiilen.
14. 1 Minute in die nach Gill modifizierte EA-Losung eintauchen.
15. 2 Mal fir jeweils 3 Sekunden mit 95%igem Ethanol spilen.
16. 2 Mal fur jeweils 3 Sekunden mit reinem Ethanol spiilen.
17. 3 Mal fur jeweils 3 Sekunden mit Xylol spulen.
18. In einem permanenten Einbettungsmedium fixieren und mikroskopisch untersuchen. Bei nicht
eingebetteten Objekttrégern verblasst die Farbe.
Hinweis
Das Verfahren kann durch Weglassen der Schritte 14-17 verkirzt werden. Die eosinophile
Peroxidase sieht dunkelrotbraun statt rot-orange aus. Bei Verwendung der nach Gill modifizierten
EA-Lésung muss eine Spilung in Alkohol und Xylol erfolgen.

Leistungsmerkmale

Neutrophile und ihre Vorstufen besitzen eine grau-schwarze intrazelluldre Granulierung. Monozyten
werden weniger intensiv geférbt. Eosinophile farben sich rot-orange, wahrend Basophile blau
gefarbt sind. Lymphozyten zeigen keine Peroxidase-Aktivitat.

Von gesunden Spendern angefertigte Blutabstriche wurden nach diesem Verfahren und mit einer
Benzidin-Methode zum Nachweis von Myeloperoxidase angefarbt.! Bei diesem Verfahren wiesen
Neutrophile eine braun-schwarze Granulation auf; bei dem Benzidin-Verfahren zeigte sich eine
blaue Granulation. In beiden Féllen férbten sich die Monozyten weniger intensiv. Die Lymphozyten
zeigten keine Myeloperoxidase-Aktivitat.

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

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

Kat.- Beschreibung des Ziel Intra- Intra- Inter- Inter-
Nr. Produkts Assay- Assay- Assay- Assay-
Spezifitat Empfindlichkeit Spezifitdt Empfindlichkeit
N L Bereiche
3911 Diaminobenzidin der Aktivitat 3von3 3von3 3von3 3von3
. Bereiche
3912 Kupfernitrat der Aktivitat 3von3 3von3 3von3 3von3
TRIZMA® -
3913 pufferkonzentrat Osmolalitat 3 von 3 3von3 3von 3 3von3
pH-Wert 3von 3 3von 3 3von 3 3von 3
Glutaraldehyd- Bereiche
3802 Lésung der Aktivitat 3von 3 3von3 3von 3 3von3
GHS3 Hématgm/llilr'\_—léésung, Kerne 3von 3 3von3 3von 3 3von3
Nach Gill modifizierte
3915 EA-Losung Zytoplasma 3 von 3 3von3 3von3 3von3
Scott's
S5134 Leitungswasser- Osmolalitdt 3 von 3 3von 3 3von 3 3von 3
Ersatzkonzentrat
pH-Wert 3von3 3von3 3von3 3von3

Warnungen und Gefahren

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

391A:

SOLLOY

H225 Leicht entzindliche Flissigkeit und Dampf.

H272 Kann Feuer verstérken; Oxidationsmittel.

H290 Kann &tzend auf Metalle wirken.

H302 + H312 + H332 Gesundheitsschadlich beim Verschlucken, bei Hautkontakt oder Einatmen.
H315 Verursacht Hautreizungen.

H317 Kann eine allergische Reaktion der Haut verursachen.

H318 Verursacht schwere Augenschaden.

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

H335 Kann die Atemwege reizen.

H341 Steht im Verdacht, genetische Defekte zu verursachen.

H350 Kann Krebs erzeugen.

H360 Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen. Kann das ungeborene Kind schadigen.

H370 Verursacht Schaden an den Organen.

H373 Kann bei Verschlucken bei langerer oder wiederholter Exposition die Organe schadigen.
H410 Sehr giftig flir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.

P201 Informieren Sie sich iber besondere Hinweise zur Verwendung.

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

P220 Von Kleidung und anderen brennbaren Materialien fernhalten.

P260 Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampfe/Spray nicht einatmen.

P273 Freisetzung in die Umwelt ist zu vermeiden.

P280 Tragen Sie Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz.

P304 + P340 + P312 BEIM EINATMEN: Bringen Sie die Person an die frische Luft und sorgen Sie
dafiir, dass sie bequem atmen kann. Rufen Sie eine GIFTNOTRUFZENTRALE/einen Arzt an, wenn Sie
sich unwohl fiihlen.

P305 + P351 + P338 + P310 BEI AUGENKONTAKT: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser
spllen. Entfernen Sie Kontaktlinsen, falls vorhanden und leicht durchzufiihren. Weiter abspiilen.
Rufen Sie sofort eine GIFTNOTRUFZENTRALE oder einen Arzt an.

P308 + P311 Bei Exposition oder Mdglichkeit einer Exposition: Rufen Sie eine
GIFTNOTRUFZENTRALE oder einen Arzt an.

P370 + P378 Im Falle eines Brandes: Verwenden Sie zum Lodschen trockenen Sand,
Trockenchemikalien oder alkoholbesténdigen Schaum.

Wenn wahrend der Verwendung dieses Geréts oder als Folge seiner Verwendung
ein schwerwiegender Zwischenfall eingetreten ist, melden Sie dies bitte dem
Hersteller und/oder seinem bevollméachtigten Vertreter sowie Ihrer

nationalen Behorde.

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

N Hersteller
EE] Anweisungen fir den Gebrauch

beachten

Katalognummer

Chargencode

Bevollméchtigter Vertreter in
der Europdischen Gemeinschaft/ C
Europédischen Union

Konformitatserkldrung der
Europaischen Union (definiert in
IVDR 2017/746)

Medizinisches In-vitro-

Verfallsdatum N -
Diagnosegerat

Vorsicht

REF
T
€

&
/ﬂ’ Temperatur-Grenzwert &
] ®

Datum der Herstellung Importeur

Weist auf den bevollmé&chtigten
Vertreter in der Schweiz hin

Referenzen

1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using
peroxidases as protein tracers. J Exp Med 124:1123, 1966

2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase in
the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique.
J Histochm Cytochem 14:291, 1966

3. Hanker JS, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive
phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978

4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of
acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979

5. Hanker JS, Chandross RJ, Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of
common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980

6. Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and
Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons.
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Kontaktinformationen

Um eine Bestellung aufzugeben, besuchen Sie bitte unsere Website unter SigmaAldrich.com. Fur
den technischen Service besuchen Sie bitte die technische Service-Seite auf unserer Website unter

SigmaAldrich.com/techservice.
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Sigma-Aldrich.

Mode d’emploi

Kit de peroxydase leucocytaire
(myéloperoxydase)

Procédure n° 391

Ce MRRCK

Utilisation prévue

Le kit de peroxydase (myéloperoxydase) de Sigma-Aldrich est destiné a étre utilisé comme
coloration histochimique générale de laboratoire pour la mise en évidence de la peroxydase
leucocytaire. Le kit de peroxydase (myéloperoxydase) est réservé a un usage professionnel et a
un « usage en diagnostic in vitro ». Cette procédure qualitative manuelle permet d‘identifier les
polymorphonucléocytes sur les frottis sanguins ou médullaires d’échantillons humains.

La visualisation et I'identification histologiques des polymorphonucléocytes est une technique
unique actuellement couramment utilisée en médecine.

La diaminobenzidine (DAB), utilisée comme substitut de la benzidine pour la cytochimie de la
peroxydase (myéloperoxydase), a un pouvoir colorant moins intense que celui de la benzidine.?
Elle est donc beaucoup moins intéressante pour les anatomopathologistes. Cependant, Hanker et
ses collaborateurs ont amélioré la méthode utilisant la diaminobenzidine (DAB), la rendant ainsi
plus adaptée pour différencier les granulocytes, leurs précurseurs et les monocytes des cellules
d’origine lymphoide.3¢ D'apres leur modification, le produit de la réaction marron est d’abord
intensifié a I'aide de sels de cuivre, puis de la solution de coloration de Papanicolaou modifiée par
Gill est appliquée, ce qui permet d’obtenir des granulations de couleur gris-noir intense aux sites
de la myéloperoxydase dans les neutrophiles et les monocytes.”

La procédure de Sigma-Aldrich est similaire a celle développée par Hanker, et implique les
réactions suivantes :

DAB + H,0, Myeloperoxyd,ase DAB oxydée (pigment marrron clair)
DAB oxydée + Cu(NO,), =3  Pigment gris-noir

Lorsqu'il est traité avec la solution de coloration de Papanicolaou modifiée par Gill, le produit
de la réaction est encore intensifié et une couleur caractéristique est donnée aux neutrophiles,
aux éosinophiles et aux basophiles. Il convient de noter que les données indiquant que la
diaminobenzidine est cancérigéne sont ambigués et que le respect des bonnes pratiques de
laboratoire doit permettre d'écarter tout risque potentiel.?

Réactifs

Diaminobenzidine (réf. 3911-1VL)

Tétrahydrochlorure de diaminobenzidine, 25 mg/flacon (10 flacons). Danger. Susceptible d'induire
des anomalies génétiques. Peut provoquer le cancer. Se procurer les instructions avant I'utilisation.
Utiliser un équipement de protection individuelle le cas échéant. En cas d’exposition prouvée ou
suspectée : consulter un médecin.

Nitrate de cuivre (réf. 3912-1VL)

Nitrate de cuivre, 625 mg/flacon (2 flacons). Danger. Peut aggraver un incendie ; comburant.
Nocif en cas d’ingestion. Provoque une irritation cutanée. Provoque des |ésions oculaires graves.
Trés toxique pour les organismes aquatiques.

Tampon concentré TRIZMA® (réf. 3913-50ML)
TRIZMA®-tampon HCI, 1,0 mol/I. Avertissement. Provoque une irritation cutanée. Provoque une
irritation oculaire grave.

Solution de glutaraldéhyde (réf. 3802-75ML)
Glutaraldéhyde, 4 %, et tampon borate, 67 mmol/I, pH 7,6. (2 x 75 ml)

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

Solution EA modifiée de Gill (réf. 3915-100ML)

Fast Green FCF (certifié), C.I. 42053, 0,017 % (p/v), éosine Y (certifiée), C.I. 45380, 0,4 % (p/v),
alcool, 73 % (v/v), alcool méthylique absolu, 25 % (v/v), acide acétique glacial, 2 % (v/v) et acide
phosphotungstique, 0,4 % (p/v).

Concentré de substitut a I'’eau courante de Scott (réf. S5134-100ML)
Contient du sulfate de magnésium. e 7H20, 200 g/I, bicarbonate de sodium, 20 g/ et conservateur.

Matériel spécial requis mais non fourni
« Ethanol absolu

« Ethanol, 95 %

e Peroxyde d’hydrogéne, 1 %

e Acétone, de qualité réactif ou de qualité ACS

e Xyléne ou substitut du xyléne

Conservation et stabilité

Conserver la diaminobenzidine et la solution de glutaraldéhyde au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C).
Les étiquettes des réactifs portent une date limite d’utilisation. Conserver les autres réactifs du
kit a température ambiante (entre 18 et 26 °C). Conserver la solution d’hématoxyline a I'abri de
la lumiere. Les étiquettes des réactifs pour le nitrate de cuivre et la solution EA modifiée de Gill
portent une date limite d’utilisation.

Conserver la solution de nitrate de cuivre et la solution de travail du substitut a I'eau courante de
Scott a température ambiante (entre 18 et 26 °C). Conserver la solution de travail de TRIZMA® au
réfrigérateur (entre 2 et 8 °C). Jeter la solution de nitrate de cuivre, le tampon concentré TRIZMA®
et sa solution de travail, le concentré de substitut a I'eau courante de Scott et sa solution de travail
s'ils deviennent troubles.

Conserver le fixateur a base de glutaraldéhyde-acétone au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C) fermé
hermétiquement. Il est stable a condition que le pH soit compris entre 7,2 et 8,0.

Détérioration
Jeter la solution d’hématoxyline de Gill n°® 3 si elle devient marron (oxydée par |'air) ou violette
(perte d'acidité).

Préparation

La solution de nitrate de cuivre est préparée en dissolvant le contenu d’un (1) flacon de nitrate de
cuivre dans 250 ml d’eau déionisée.

La solution de travail de TRIZMA® (pH 7,6 + 0,3) est préparée en diluant 1 volume de tampon
concentré TRIZMA® avec 9 volumes d’eau déionisée.

La solution de fixation a base de glutaraldéhyde-acétone est préparée en ajoutant 25 ml d’acétone
de qualité réactif a 75 ml de solution de glutaraldéhyde.

La solution de travail du substitut a I'eau courante de Scott est préparée en diluant 1 volume de
concentré de substitut & I'eau courante de Scott avec 9 volumes d’eau déionisée.

Filtrer la solution d’hématoxyline de Gill n® 3 avant de I'utiliser.

Précautions

Ces dispositifs médicaux de diagnostic in vitro 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.

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.

1l est possible d'utiliser des préparations de ponction de moelle osseuse, de sang périphérique ou
de couche leucocytaire. L'héparine ou I'EDTA constitue un bon anticoagulant.® Les échantillons non
fixés peuvent étre conservés a température ambiante (entre 18 et 26 °C) a I'abri de la lumiére
pendant plusieurs mois sans aucune perte de |'activité.*

Remarque

1l est recommandé de traiter des frottis sanguins préparés a partir de donneurs sains en méme
temps que les échantillons de patients. Ils serviront ainsi de contrdles des performances du
systéme.

Bien que la myéloperoxydase soit généralement considérée comme un marqueur des cellules de la
lignée myélocytaire, il est impératif de reconnaitre que les cellules de la lignée monocytaire peuvent
également présenter une faible activité peroxydase.

Procédure
1. Dissoudre le contenu d’un (1) flacon de diaminobenzidine dans 50 ml de solution de travail de
TRIZMA®,

2. Préparer une série de cuves a coloration avec les solutions suivantes :
* Solution de fixation a base de glutaraldéhyde-acétone
¢ Solution de diaminobenzidine préparée a |'étape 1
¢ Solution de nitrate de cuivre
¢ Solution d’hématoxyline de Gill n° 3
¢ Solution de travail du substitut a I'eau courante de Scott
¢ Solution EA modifiée de Gill
¢ Deux cuves avec de I'éthanol a 95 %
e Deux cuves avec de |'éthanol absolu
« Trois cuves avec du xyléne. Voir la REMARQUE aprés |'étape 18.
3. Juste avant de fixer les lames, ajouter 0,5 ml de peroxyde d’hydrogéne a 1 % a la solution de
diaminobenzidine préparée a I'étape 1. Bien mélanger.
4. Fixer les lames entre 4 et 8 °C dans la solution de fixation a base de glutaraldéhyde-acétone
pendant 1 minute.
5. Rincer brievement (30 secondes) a |'eau déionisée.
6. Laisser incuber pendant 45 secondes dans la solution de diaminobenzidine/peroxyde préparée
a I'étape 3.
7. Rincer brievement (30 secondes) a I'eau déionisée.
8. Immerger dans la solution de nitrate de cuivre pendant 2 minutes en agitant délicatement.
9. Rincer brievement (30 secondes) a I'eau déionisée.
10. Plonger 4 fois (pendant 8 secondes) dans la solution d’hématoxyline de Gill n° 3.
11. Rincer dans 2 bains d’eau déionisée pendant 5 secondes en agitant.
12. Plonger 6 fois (pendant 12 secondes) dans la solution de travail du substitut & I’eau courante
de Scott.
13. Rincer dans 2 bains d’eau déionisée pendant 5 secondes.
14. Immerger dans la solution EA modifiée de Gill pendant 1 minute.
15. Rincer pendant 3 secondes dans chacun des 2 bains d’éthanol a 95 %.
16. Rincer pendant 3 secondes dans chacun des 2 bains d’éthanol absolu.
17. Rincer pendant 3 secondes dans chacun des 3 bains de xyléne.
18. Monter les lames avec un milieu de montage permanent et les examiner au microscope.
La couleur s'estompera si les lames ne sont pas montées.

Remarque

La procédure peut étre raccourcie en éliminant les étapes 14 a 17. Dans les éosinophiles,
la peroxydase apparaitra rouge foncé-marron au lieu de rouge-orange. Si la solution EA modifiée
de Gill est utilisée, il faut prévoir un ringage a I'alcool et au xyléne.
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Ca raCte”St'q ues de performance P370 + P378 En cas d'incendie : utiliser du sable sec, un produit chimique sec ou de la mousse

Les neutrophiles et leurs précurseurs présentent des granulations intracellulaires de couleur gris-noir. résistante a I'alcool pour éteindre.
Les monocytes se colorent moins intensément. Les éosinophiles se colorent en rouge-orange tandis que R F— R R . . . T
les basophiles se colorent en bleu. Les lymphocytes ne présentent pas d’activité peroxydase. Si, au cours de l'utilisation de ce dispositif ou a la suite de son utilisation, un
. ) N ) , . N incident grave se produit, le signaler au fabricant et/ou a son représentant agréé
Des frottis sanguins préparés a partir de donneurs en bonne santé ont été colorés afin de mettre en L. , " . ,
évidence la myéloperoxydase en utilisant la procédure décrite ici, ainsi que par une méthode utilisant ainsi quaux autorités nationales compétentes.
la benzidine.! Des granulations de couleur marron-noir ont été observées dans les neutrophiles avec la see _=an
procédure décrite ici ; les granulations étaient de couleur bleue avec la procédure utilisant la benzidine. Définition des Symb°|es
Dans les deux cas, les monocytes se sont colorés moins intensément et les lymphocytes n‘ont montré Symboles tels que définis dans la norme EN ISO 15223-1:2021

aucune activité myéloperoxydase.

Si les résultats observés différent des résultats attendus, contacter le service technique de Sigma- N Fabricant Référence catalogue

Aldrich pour obtenir de I'aide. [:E] Consulter le mode d’emploi Numéro du lot

Ca ractéristiq ues de performa nce analytiq ue Représentant agréé dans la Déclaration de conformité de

Les résultats des performances analytiques pour les tests concernés effectués sur toutes les structures I(;srr?munauteleuropeenne/ C E : Un‘lo? eurog;;r;r;e;fgﬂn:etians
cibles confirment une sensibilité, une spécificité et une répétabilité de 100 %. nion europeenne e reglemen /746 relatif aux

dispositifs médicaux de diagnostic

Réf. Description du Cible Spéc € Sensibilité in vitro)
produit : intra-série  intra-série inter-séries inter-séries g bate limite d'utilication Dispositif médical de diagnostic
3911 Diaminobenzidine d’ascltﬁlsité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 in vitro
- Limi . A -
3912 Nitrate de cuivre d’ascliﬁ/ﬁté 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 /Hr imites de température A trention
Tampon @ Date de fabrication @ Importateur
3913 P . Osmolalité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
concentré TRIZMA® Indique le représentant agréé
pH 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 CH |REP|  'suisse
Solution de Sites
3802 glutaraldéhyde d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 o
Solution Références
GHS3 d’héme_ztoxg/line de Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using
Gilln° 3 peroxidases as protein tracers. J Exp Med 124:1123, 1966
3915 50|Uti°"c'| Eg_TOdiﬁee Cytoplasme 3 'sur 3 3sur3 3sur3 3sur3 2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase in
€ Gl the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique.
Cong:entl:e ,de » J Histochm Cytochem 14:291, 1966
S5134 cilat;:ﬂggtdz lsefo[;t Osmolalité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 3. Hanker JS, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive

phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978
4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis

of acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979

H H 5. Hanker JS, Chandross R], Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry

Avertissements et risques of common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980
Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and
Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons.
391A: P.J. Stoward and JM Polak, Editors, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991
7. Gill GW, Frost JK, Miller KA: A new formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither

overstains nor requires differentiation. Acta Cytol 18:300, 1974
. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and
f@ Pathology, Vol 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Editors, Lea and Febiger,
Philadelphia, 1981, pp 149-242

Coordonnées

H225 Liquide et vapeurs trés inflammables. Pour passer commande, consulter notre site Web a |'adresse SigmaAldrich.com. Pour le service technique,
consulter la page du service technique sur notre site Web a I'adresse SigmaAldrich.com/techservice.

pH 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3

Se reporter a la fiche de données de sécurité et a I'étiquetage du produit pour obtenir des informations 6.
mises a jour concernant les risques, les dangers et la sécurité.

©

H272 Peut aggraver un incendie ; comburant.

H290 Peut étre corrosif pour les métaux. Historique des révisions

H302 + H312 + H332 Nocif en cas d’ingestion, par contact cutané ou par inhalation. Rév. 3.0 2014

H315 Provoque une irritation cutanée. Rév. 4.0 2016

H317 Peut provoquer une allergie cutanée. Rév. 5.0 2023

H318 Provoque des lésions oculaires graves. Transfert vers un nouveau modéle avec I'image de marque actuelle. Précision de I'usage

A i professionnel dans I'utilisation prévue et les précautions. Révision de I'utilisation prévue
H334 Peut provoquer des symptdomes allergiques ou d’asthme ou des difficultés respiratoires

inhalati afin de I'aligner sur les recommandations de la réglementation relative aux dispositifs
par inhatation. médicaux de diagnostic in vitro. Remplacement du texte « Material Safety Data Sheet »
H335 Peut irriter les voies respiratoires. par « Safety Data Sheet » dans la version anglaise. Mise a jour des coordonrjées.
Suppression de l'instruction indiquant de suivre les normes et recommandations du
H341 Susceptible d'induire des anomalies génétiques. CLSI pour le prélevement des échantillons. Remplacement de la norme EN 980 par

la norme EN ISO 15223-1:2021 pour les symboles. Ajout de coordonnées en cas
d’événements indésirables. Ajout de la section relative aux avertissements et risques.
Added CH-REP information

H350 Peut provoquer le cancer.

H360 Peut nuire a la fertilité. Peut nuire au feetus.

H370 Risque avéré d'effets graves pour les organes.

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

H410 Trés toxique pour les organismes aquatiques, entraine des effets néfastes a long terme.
P201 Se procurer les instructions avant |'utilisation.

P210 Tenir a I'écart de la chaleur, des surfaces chaudes, des étincelles, des flammes nues et de
toute autre source d’inflammation. Ne pas fumer.

P220 Tenir a |’écart des vétements et autres matiéres combustibles.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
P260 Ne pas respirer les poussiéres/fumées/gaz/brouillards/vapeurs/aérosols. 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271
; St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,

P273 Eviter le rejet dans I'environnement. an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

. N . - . Darmstadt, Germany
P280 Porter des gants de protection/des vétements de protection/un équipement de protection des _

: +1(314) 771-5765
yeux/du visage.
P304 + P340 + P312 EN CAS D'INHALATION : transporter la personne a I’extérieur et la maintenir MDSS CH GmbH
dans une position ou elle peut confortablement respirer. Appeler un CENTRE ANTIPOISON ou un Laurenzenvorstadt 61
médecin en cas de malaise. 5000 Aarau
Switzerland

P305 + P351 + P338 + P310 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. Appeler immédiatement un CENTRE ANTIPOISON ou

un médecin Le M majuscule et Sigma-Aldrich sont des marques de commerce de Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne ou de ses
) filiales. Toutes les autres marques sont la propriété de leurs détenteurs respectifs. Des informations détaillées sur

P308 + P311 EN CAS d’exposition prouvée ou suspectée : appeler un CENTRE ANTIPOISON ou un les marques de commerce sont disponibles via des ressources accessibles au public.

médecin.

© 2023 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.

Istruzioni per I'uso

Kit perossidasi leucocitaria
(Mieloperossidasi)

Procedura n. 391

Ce MRRCK

Uso previsto

1l kit per perossidasi (Mieloperossidasi) di Sigma-Aldrich & destinato all'uso come colorante
istochimico generale di laboratorio per il rilevamento della perossidasi leucocitaria. Il kit per
perossidasi (mieloperossidasi) € destinato soltanto alla "diagnostica in vitro" professionale.
Questa procedura qualitativa manuale identifica i leucociti polimorfonucleati negli strisci ematici o
midollari ottenuti da campioni umani. La visualizzazione istologica e I'identificazione dei leucociti
polimorfonucleati &€ una tecnica unica al momento comunemente utilizzata in medicina.

La diaminobenzidina (DAB), come sostituto della benzidina per la citochimica della perossidasi
(mieloperossidasi), ha un potere colorante inferiore rispetto a quello della benzidina.*? Cio ha reso
la DAB molto meno interessante per gli specialisti in istochimica. Tuttavia, Hanker et al. hanno
migliorato la tecnica che utilizza la DAB, rendendola pit idonea a differenziare i granulociti e i loro
precursori, come anche i monociti dalle cellule di origine linfoide.>¢ Secondo la loro modifica, il
colore marrone del prodotto di reazione viene dapprima intensificato con I'aggiunta di sali di rame,
poi si applica la colorazione di Papanicolaou modificata con Gill, ottenendo in tal modo granuli di un
intenso colore grigio-nero nelle sedi della mieloperossidasi di neutrofili e monociti.”

La procedura di Sigma-Aldrich & simile a quella sviluppata da Hanker e include le seguenti reazioni:

DAB + H.O0 MP DAB ossidata (pigmento di colore
272 ——» marrone chiaro)

DAB ossidata + Cu(NO,), — Pigmento di colore grigio-nero

Quando viene trattato con la colorazione di Papanicolaou modificata con Gill, il prodotto di reazione
diventa ancora pill marcato e neutrofili, eosinofili e basofili assumono un colore caratteristico. Da
tenere presente che |'evidenza secondo cui la DAB sarebbe cancerogena & equivoca e le buone
pratiche di laboratorio dovrebbero prevenire qualunque potenziale pericolo.®

Reagenti

Diaminobenzidina (N. di cat. 3911-1VL)

Diaminobenzidina tetracloridrato, 25 mg/flaconcino (10 flaconcini). Pericolo. Sospettato di
provocare alterazioni genetiche. Pud provocare il cancro. Procurarsi istruzioni specifiche prima
dell'uso. Utilizzare i dispositivi di protezione individuale richiesti. In caso di esposizione o di
possibile esposizione: consultare un medico.

Nitrato di rame (N. di cat. 3912-1VL)

Nitrato di rame, 625 mg/flaconcino (2 flaconcini). Pericolo. Pud aggravare un incendio; comburente.
Nocivo se ingerito. Provoca irritazione cutanea. Provoca gravi lesioni oculari. Molto tossico per gli
organismi acquatici.

TRIZMA® Buffer Concentrate (N. di cat. 3913-50ML)
TRIZMA®-HCI buffer, 1,0 mol/l. Avvertenza. Provoca irritazione cutanea. Provoca grave irritazione
oculare.

Soluzione di glutaraldeide (N. di cat. 3802-75 ML)
Glutaraldeide, 4%, tampone borato, 67 mmol/l, pH 7,6. (2 x 75 ml)

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

Soluzione di Gill modificata EA (N. di cat. 3915-100ML)

Fast Green FCF (certificato), C.I. 42053, 0,017% (p/v), eosina Y (certificata), C.I. 45380,

0,4% (p/v), alcol, 73% (v/v), alcol metilico assoluto, 25% (v/v), acido acetico glaciale, 2% (v/v)
e acido fosfotungstico, 0,4% (p/v).

Concentrato di soluzione di Scott sostitutiva dell'acqua di rubinetto (N. di cat. S5134-100ML)
Contiene solfato di magnesio ¢ 7H20, 200 g/I, bicarbonato di sodio, 20 g/I e conservante.

Materiali specifici necessari, ma non forniti in dotazione
¢ Etanolo assoluto

¢ Etanolo, 95%

e Perossido di idrogeno, 1%

e Acetone, reagente grado ACS

¢ Xilene o sostituto dello xilene

Conservazione e stabilita

Conservare la diaminobenzidina e la soluzione di glutaraldeide in frigorifero (2-8 °C). Le etichette
dei reagenti riportano la data di scadenza. Conservare gli altri reagenti del kit a temperatura
ambiente (18-26 °C). Tenere la soluzione di ematossilina al riparo dalla luce. Le etichette dei
reagenti per nitrato di rame e soluzione di Gill modificata EA riportano la data di scadenza.

Conservare la soluzione di nitrato di rame e la soluzione di lavoro di Scott sostitutiva dell'acqua
di rubinetto a temperatura ambiente (18-26 °C). Conservare la soluzione di lavoro TRIZMA® in
frigorifero (2-8 °C). Se appaiono torbidi, la soluzione di nitrato di rame, il tampone concentrato
TRIZMA®, il concentrato di soluzione di lavoro di Scott sostitutiva dell'acqua di rubinetto e la
soluzione di lavoro.

Conservare il fissativo glutaraldeide-acetone ben chiuso in frigorifero (2-8 °C). Stabile a condizione
che il pH sia compreso tra 7,2 e 8,0.

Deterioramento

Scartare soluzione di ematossilina di Gill, N. 3 se la soluzione diventa marrone (ossidazione causata
dall'aria) o porpora (perdita di acidita).

Preparazione

Per preparare la soluzione di nitrato di rame, sciogliere il contenuto di 1 flaconcino di nitrato di rame
in 250 ml di acqua deionizzata.

Per preparare la soluzione di lavoro TRIZMA® (pH 7,6+0,3), diluire 1 volume di tampone
concentrato TRIZMA® con 9 volumi di acqua deionizzata.

Per preparare la soluzione fissativa glutaraldeide-acetone, aggiungere 25 ml di acetone di grado
ACS a 75 ml di soluzione di glutaraldeide.

Per preparare la soluzione di lavoro di Scott sostitutiva dell'acqua di rubinetto, diluire 1 volume
di concentrato di soluzione di Scott sostitutiva dell'acqua di rubinetto con 9 volumi di acqua
deionizzata.

Filtrare la soluzione di ematossilina di Gill, N. 3 prima dell'uso.

Precauzioni

Questi IVD sono destinati alla diagnostica 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 devono essere utilizzati da personale di laboratorio addestrato alla
manipolazione di campioni biologici umani potenzialmente infettivi, come anche all'uso di microscopi
e altre apparecchiature di laboratorio, che abbia la percezione del colore e I'acuita visiva necessari a
distinguere i colori e altri oggetti al microscopio.

Seguire le normali precauzioni adottate nella manipolazione dei reagenti di laboratorio. Smaltire i
rifiuti attenendosi a tutte le normative vigenti a livello locale, provinciale, regionale o nazionale.

Procedura

Raccolta dei campioni

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

E possibile utilizzare preparati da aspirato midollare, sangue periferico o buffy coat. Eparina o
EDTA sono buoni anticoagulanti.? I campioni non fissati possono essere conservati a temperatura
ambiente (18-26 °C) al riparo dalla luce per diversi mesi senza perdita di attivita.*

Nota

Per monitorare le prestazioni del sistema, si raccomanda di trattare gli strisci ematici provenienti da
donatori sani insieme ai campioni dei pazienti.

Sebbene la mieloperossidasi sia considerata in genere un marcatore per le cellule della linea
mielocitica, & imperativo riconoscere che le cellule monocitoidi possono mostrare anche una debole
attivita perossidasica.

Procedura

1. Sciogliere il contenuto di 1 flaconcino di diaminobenzidina in 50 ml di soluzione di lavoro TRIZMA®.
2. Preparare una serie di vaschette per colorazione contenenti quanto segue:
e Soluzione fissativa glutaraldeide-acetone
¢ Soluzione di diaminobenzidina preparata al punto 1
¢ Soluzione di nitrato di rame
e Soluzione di ematossilina di Gill, N. 3.
e Soluzione di lavoro di Scott sostitutiva dell'acqua di rubinetto
¢ Soluzione di Gill modificata EA
e Due piastre con etanolo al 95%
¢ Due piastre con etanolo assoluto
e Tre piastre con xilene. Fare riferimento alla NOTA dopo il punto 18
3. Immediatamente prima di fissare i vetrini, aggiungere 0,5 ml di perossido di idrogeno all'1%
alla soluzione di diaminobenzidina preparata nel punto 1. Mescolare bene.
4. Fissare i vetrini a 4-8 °C in soluzione fissativa glutaraldeide-acetone per 1 minuto.
5. Sciacquare rapidamente (30 secondi) in acqua deionizzata.
6. Incubare per 45 secondi nella soluzione di diaminobenzidina/perossido preparata al punto 3.
7. Sciacquare rapidamente (30 secondi) in acqua deionizzata.
8. Immergere nella soluzione di nitrato di rame per 2 minuti agitando delicatamente.
9. Sciacquare rapidamente (30 secondi) in acqua deionizzata.
10. Immergere in soluzione di ematossilina di Gill, N. 3 per 8 secondi (4 immersioni).
11. Sciacquare in acqua deionizzata per 5 secondi con agitazione. Ripetere 2 volte cambiando
I'acqua deionizzata.
12. Immergere per 12 secondi (6 immersioni) in soluzione di lavoro di Scott sostitutiva dell'acqua
di rubinetto.
13. Sciacquare in acqua deionizzata per 5 secondi. Ripetere 2 volte cambiando I'acqua deionizzata.
14. Immergere in soluzione di Gill modificata EA per 1 minuto.
15. Sciacquare in etanolo al 95% per 3 secondi. Ripetere 2 volte cambiando I'etanolo.
16. Sciacquare in etanolo assoluto per 3 secondi. Ripetere 2 volte cambiando I'etanolo.
17. Sciacquare in xilene per 3 secondi. Ripetere 3 volte.
18. Montare in mezzi di montaggio permanenti ed esaminare al microscopio. Il colore sbiadisce se
i vetrini non sono montati.

Nota

La procedura pud essere abbreviata eliminando i punti 14-17. La perossidasi eosinofila apparira di
colore rosso scuro-marrone anziché rosso-arancio. Se si usa la soluzione di Gill modificata EA, e
necessario sciacquare in alcol e xilene.

Caratteristiche prestazionali

I neutrofili e i loro precursori evidenziano una granulazione intracellulare di colore grigio-nero.
La colorazione dei monociti & meno intensa. Gli eosinofili assumono un colore rosso-arancio, i
basofili un colore blu. I linfociti non rivelano attivita di perossidasi.

Gli strisci ematici provenienti da donatori sani sono stati sottoposti a colorazione con
mieloperossidasi secondo questa procedura e con un metodo a base di benzidina.! I neutrofili hanno
evidenziato una granulazione di colore nero-marrone con questa procedura e granulazione blu con il
metodo a base di benzidina. In entrambi i casi, la colorazione dei monociti € risultata meno intensa
e i linfociti non hanno mostrato attivita mieloperossidasica.

Se i risultati osservati differiscono dai risultati attesi, rivolgersi al servizio di assistenza tecnica
di Sigma-Aldrich.
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Caratteristiche di prestazione analitica

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

Definizioni dei simboli
Simboli da usare in conformita con la norma EN ISO 15223-1:2021

N Fabbricante Numero di catalogo

N. di Descrizione del Target Sp_ecificitz‘l Se_nsibilité Sp_ecificité Sepsibilité
cat. prodotto intra- intra- inter- inter- [E] Consultare le istruzioni per I'uso Codice del lotto
idi . s Dichiarazione di conformita
3911 Diaminobenzidina astet(ij\;ig‘al 3su3 3su3 3su3 3su3 I o IREpl Mandatario nella Comunita C E dell'Unione europea
europea/Unione europea N

K . Sedi di (definita in IVDR 2017/746)

3912 Nitrato di rame Attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
" Dispositivo medico-diagnostico
3013 TRIZMAC Bl osmolalita 3 su3 3su3 3su3 3su3 «  Datadiscadenza in vitro
pH 3su3 3su3 3su3 3su3 ,ﬂ’ Limite di temperatura & Attenzione

Soluzi di Sedi di
3802 glztlejlf'::-lolgzid:e ateti\;ité; 3su3 3su3 3su3 3su3 dl Data di fabbricazione % Importatore

Soluzione di _
GHS3 ematoss'\lllln?’a di Gill, Nuclei 3su3 3su3 3su3 3su3 E Mandatario in Svizzera

Soluzione di Gill .

3915 o Citoplasma 3su3 3su3 3su3 3su3 — .

modificata EA Blbllografla

Concentrato di - . . .
soluzione di Scott . 1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using

S5134 o titutiva dellacqua  OSMolalita 3su3 3su3 3su3 3su3 peroxidases as protein tracers. J Exp Med 124:1123, 1966.

di rubinetto 2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase in

pH 3su3 3su3 3su3 3su3 the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique.

Avvertenze e pericoli

Per informazioni aggiornate su rischi, precauzioni e sicurezza, consultare la scheda dati di sicurezza e
|'etichetta del prodotto.

391A:

SOLLOY

H225 Liquido e vapore facilmente infiammabili.

H272 Puo aggravare un incendio; comburente.

H290 Puo essere corrosivo per i metalli.

H302 + H312 + H332 Tossico se ingerito, a contatto con la pelle o se inalato.
H315 Provoca irritazione cutanea.

H317 Puo provocare una reazione cutanea allergica.

H318 Provoca gravi lesioni oculari.

H334 Puo provocare sintomi allergici o asmatici o difficolta respiratorie se inalato.
H335 Puo irritare le vie respiratorie.

H341 Sospettato di provocare alterazioni genetiche.

H350 Puo provocare il cancro.

H360 Puo nuocere alla fertilita o al feto.

H370 Provoca danni agli organi.

H373 Puo provocare danni agli organi in caso di esposizione prolungata o ripetuta, se ingerito.
H410 Molto tossico per gli organismi acquatici con effetti di lunga durata.

P201 Procurarsi le istruzioni prima dell'uso.

P210 Tenere lontano da fonti di calore, superfici riscaldate, scintille, famme o altre fonti di innesco.
Non fumare.

P220 Tenere lontano da indumenti e altri materiali combustibili.

P260 Non respirare la polvere/i fumi/i gas/la nebbia/i vapori/gli aerosol.
P273 Non disperdere nell'ambiente.

P280 Indossare guanti/indumenti protettivi/proteggere gli occhi/il viso.

P304 + P340 + P312 IN CASO DI INALAZIONE: trasportare l'infortunato all'aria aperta e mantenerlo
a riposo in posizione che favorisca la respirazione. In presenza di malessere, contattare un CENTRO
ANTIVELENI/un medico.

P305 + P351 + P338 + P310 IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare accuratamente
con acqua per parecchi minuti. Togliere le eventuali lenti a contatto se & agevole farlo. Continuare a
sciacquare. Contattare immediatamente un CENTRO ANTIVELENI/un medico.

P308 + P311 In caso di esposizione o di possibile esposizione: contattare un CENTRO ANTIVELENI/
un medico.

P370 + P378 In caso di incendio: utilizzare sabbia secca, prodotto chimico secco oppure schiuma
resistente all'alcool per I'estinzione.

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

J Histochm Cytochem 14:291, 1966.

3. Hanker JS, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive
phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978.

4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of
acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979.

5. Hanker JS, Chandross RJ, Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of
common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980.

6. Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and
Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons.
P.J. Stoward and JM Polak, Editors, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991.

7. Gill GW, Frost JK, Miller KA: A new formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither
overstains nor requires differentiation. Acta Cytol 18:300, 1974.

8. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and
Pathology, Vol 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Editors, Lea and Febiger,
Philadelphia, 1981, pp 149-242.

Recapiti

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

Cronologia delle revisioni

Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Trasferito a un nuovo modello con il marchio attuale. Specificato "per uso professionale"
nelle sezioni "Uso previsto" e "Precauzioni". Modificata la sezione "Uso previsto" per
allinearla alle linee guida dell'IVDR. Modificato "scheda dati di sicurezza dei materiali" in
"scheda dati di sicurezza". Aggiornati i recapiti. Eliminate le istruzioni per conformarsi
allo standard CLSI per la raccolta dei campioni. Sostituita I'indicazione della norma

EN 980 con quella della norma EN ISO 15223-1:2021 per i simboli. Aggiunti recapiti da
contattare in caso di eventi avversi. Aggiunta la sezione "Avvertenze e pericoli".
Aggiunta informazione per Mandatario in Svizzera.
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© 2023 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.

Instrucciones de uso

Kit de peroxidasa leucocitaria
(Mieloperoxidasa)

Procedimiento n.° 391

[vo] Cé€

Uso previsto

El kit de peroxidasa de Sigma-Aldrich (Mieloperoxidasa) esta pensado para uso como tincién
histoquimica general de laboratorio para la deteccion de la peroxidasa leucocitaria. El kit de
peroxidasa leucocitaria (Mieloperoxidasa) es exclusivamente para “uso diagndstico in vitro”
profesional. Este procedimiento manual y cualitativo identifica polimorfonucleocitos en laminas de
sangre o de médula dsea de muestras humanas. La visualizacion e identificacion histoldgica de los
polimorfonucleocitos representa una técnica Unica en la actualidad y es cominmente utilizada

en medicina.

MRRCK

La diaminobencidina (DAB), como sustituto de la bencidina para la citoquimica de la peroxidasa
(mieloperoxidasa), tiene menos poder de tincidn que la bencidina.'? Esto ha hecho que la DAB
fuera mucho menos atractiva para los histoquimicos. Sin embargo, Hanker y sus colaboradores
mejoraron la metodologia DAB, haciéndola mas adecuada para diferenciar los granulocitos, sus
precursores y los monocitos de las células de origen linfoide.>¢ Segun su modificacion, el producto
de la reaccién marrdn se intensifica primero con sales de cobre, seguido de la aplicacion de la
tincion de Papanicolaou modificada de Gill, lo que da lugar a granulos intensos de color gris-negro
en los lugares de la mieloperoxidasa de neutrdfilos y monocitos.”

El procedimiento de Sigma-Aldrich es similar al desarrollado por Hanker, con las
siguientes reacciones:

DAB + H,0, MP > DAB oxidado (pigmento marrén claro)

DAB oxidado + Cu(NO,), =3 Pigmento gris-negro

Cuando se trata con la tincién de Papanicolaou modificada de Gill, el producto de la reaccién se
intensifica ain mas y da un color caracteristico a los neutroéfilos, eosindfilos y baséfilos. Cabe
sefialar que las pruebas que indican la carcinogenicidad del DAB son equivocas y las buenas
préacticas de laboratorio deben excluir cualquier peligro potencial.®

Reactivos

Diaminobencidina (N.° de cat. 3911-1VL)

Tetrahidrocloruro de diaminobencidina, 25 mg/vial (10 viales). Peligro. Susceptible de provocar
defectos genéticos. Puede provocar cancer. Obtener instrucciones especiales antes de su uso.
Utilizar el equipo de proteccion personal necesario. En caso de exposicion demostrada o supuesta:
Consultar a un médico.

Nitrato de cobre (N.° de cat. 3912-1VL)

Nitrato de cobre, 625 mg/vial (2 viales). Peligro. Puede agravar un incendio; comburente. Nocivo
en caso de ingestion. Provoca irritacion cutédnea. Provoca lesiones oculares graves. Muy toxico para
los organismos acuaticos.

Concentrado de solucién amortiguadora TRIZMA® (N.° de cat. 3913-50ML)
Solucién amortiguadora TRIZMA®-HCI, 1,0 mol/I. Advertencia. Provoca irritacion cutdnea. Provoca
irritacion ocular grave.

Solucién de glutaraldehido (N.° de cat. 3802-75ML)
Glutaraldehido, al 4 %, y solucién amortiguadora de borato, 67 mmol/I, pH 7,6. (2 x 75 ml).

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

Solucion EA modificada de Gill (N.° de cat. 3915-100ML)

Fast Green FCF (certificado), C.I. 42053, 0,017 % (p/v), Eosina Y (certificada), C.I. 45380,
0,4 % (p/v), alcohol, 73 % (v/v), alcohol metilico absoluto, 25 % (v/v), acido acético glacial,
2 % (v/v) y é&cido fosfotlingstico, 0,4 % (p/v).

Concentrado sustituto del agua corriente de Scott (N.° de cat. S5134-100ML)
Contiene sulfato de magnesio e 7H20, 200 g/I, bicarbonato de sodio, 20 g/I, y conservante.

Material especial necesario pero no suministrado

e Etanol absoluto

e Etanol, al 95 %

e Perdxido de hidrégeno, al 1 %.
e Acetona, reactivo ACS

¢ Xileno o sustituto del xileno

Almacenamiento y estabilidad

Almacenar la solucion de diaminobencidina y glutaraldehido en el frigorifico (2-8 °C). Las etiquetas
de los reactivos indican la fecha de caducidad. Almacenar los demds reactivos a temperatura
ambiente (18-26 °C). Proteger la soluciéon de hematoxilina de la luz. Las etiquetas de los reactivos
de nitrato de cobre y solucién EA modificada de Gill llevan la fecha de caducidad.

Almacenar la solucién de nitrato de cobre y la solucién de trabajo del sustituto del agua del grifo
de Scott a temperatura ambiente (18-26 °C). Almacenar la solucidn de trabajo TRIZMA® en el
frigorifico (2-8 °C). Si se produce turbidez, deseche la solucidn de nitrato de cobre, el concentrado
de solucién amortiguadora y la solucién de trabajo TRIZMA®, y el concentrado sustitutivo del agua
del grifo y la solucién de trabajo de Scott.

Almacenar el fijador de glutaraldehido-acetona bien tapado en el refrigerador (2-8 °C). Estable
siempre que el pH esté en el intervalo de 7,2 a 8,0.

Deterioro

Deseche la solucién de hematoxilina, Gill N.© 3, si la solucidn se vuelve marrén (oxidacion por aire)
o purpura (pérdida de acidez).

Preparacion
La solucién de nitrato de cobre se prepara disolviendo el contenido de 1 vial de nitrato de cobre
en 250 ml de agua desionizada.

La solucién de trabajo TRIZMA® (pH 7,6 +0,3) se prepara diluyendo 1 volumen del concentrado de
solucién amortiguadora TRIZMA® con 9 volimenes de agua desionizada.

La solucidn fijadora de glutaraldehido-acetona se prepara afiadiendo 25 ml de acetona de grado
reactivo a 75 ml de solucién de glutaraldehido.

La solucion de trabajo del sustituto del agua corriente de Scott se prepara diluyendo 1 volumen del
concentrado sustitutivo del agua corriente de Scott con 9 volimenes de agua desionizada.

Filtrar la solucién de hematoxilina de Gill N.° 3, antes de su uso.

Precauciones

Estos dispositivos médicos de diagndstico in vitro (DMDIV) estén destinados a un uso de
diagnostico in vitro en un entorno de laboratorio clinico. Estos DMDIV estén destinados a un uso
profesional por parte de personal cualificado. El personal de laboratorio capacitado de Sigma-Aldrich
puede utilizar los DMDIV para manipular muestras humanas que puedan ser infecciosas, utilizar
microscopios y otros equipos de laboratorio y tener percepcion de los colores y agudeza visual para
distinguir los colores y otros objetos bajo el microscopio.

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

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.

Se puede utilizar el aspirado de médula 6sea, la sangre periférica o las preparaciones de capa
leucoplaquetaria. La heparina o el EDTA sirven como anticoagulante satisfactorio.3 Las muestras no
fijadas pueden almacenarse a temperatura ambiente (18-26 °C) protegidas de la luz durante varios
meses sin que pierdan su actividad.*

Nota

Se recomienda procesar las laminas de sangre procedentes de donantes sanos junto con las
muestras de pacientes para comprobar el rendimiento del sistema.

Aunque la mieloperoxidasa se considera generalmente un marcador de células de linaje mielocitico,
es imprescindible reconocer que las células monocitoides también pueden mostrar una débil
actividad de peroxidasa.

Procedimiento

1. Disolver el contenido de 1 vial de diaminobencidina en 50 ml de solucién de trabajo TRIZMA®.
2. Prepare una serie de frascos de tincidén que contengan lo siguiente:
¢ Solucidn fijadora de glutaraldehido-acetona
e Solucién de diaminobencidina preparada en el Paso 1
¢ Solucién de nitrato de cobre
¢ Solucién de hematoxilina Gill n.° 3
¢ Solucién de trabajo del sustitutivo del agua del grifo de Scott
¢ Solucion EA modificada de Gill
¢ Dos placas con etanol al 95 %
e Dos placas con etanol absoluto
e Tres placas con xileno. Véase la NOTA que sigue al paso 18
3. Inmediatamente antes de fijar los portaobjetos, afiadir 0,5 ml de perdxido de hidrégeno al
1 % a la solucién de diaminobencidina preparada en el paso 1. Mezclar bien.
4. Fijar los portaobjetos a 4-8°C en una solucién fijadora de glutaraldehido y acetona durante
1 minuto.
5. Aclarar brevemente (30 segundos) en agua desionizada.
6. Incubar durante 45 segundos en la solucion de diaminobencidina/perdxido preparada en el
paso 3.
Aclarar brevemente (30 segundos) en agua desionizada.
Sumergir en la solucién de nitrato de cobre durante 2 minutos con una agitacion suave.
9. Aclarar brevemente (30 segundos) en agua desionizada.
10. Sumergir en solucién de hematoxilina, Gill n.° 3, durante 8 segundos (4 inmersiones).
11. Aclarar en 2 cambios de agua desionizada durante 5 segundos con agitacion.
12. Sumergir durante 12 segundos (6 inmersiones) en solucién de trabajo del sustitutivo del agua
del grifo de Scott.
13. Aclarar en 2 cambios de agua desionizada durante 5 segundos.
14. Sumergir en la solucién EA modificada de Gill durante 1 minuto.
15. Aclarar en 2 cambios de etanol al 95 % durante 3 segundos cada uno.
16. Aclarar en 2 cambios de etanol absoluto durante 3 segundos cada uno.
17. Aclarar en 3 cambios de xileno durante 3 segundos cada uno.
18. Montar en un medio de montaje permanente y examinar al microscopio. El color se
desvanecera si los portaobjetos no estan montados.

Nota
El procedimiento puede acortarse eliminando los pasos 14-17. La peroxidasa de los eosindfilos

aparecerd de color rojo-marrén oscuro en lugar de rojo-anaranjado. Si se utiliza la solucién EA
modificada de Gill, debe incluirse el enjuague en alcohol y xileno.

Caracteristicas de funcionamiento

Los neutroéfilos y sus precursores muestran una granulacion intracelular gris-negra. Los monocitos
se tifien con menor intensidad. Los eosindfilos se tifien de rojo-naranja mientras que los basdfilos
se tifien de azul. Los linfocitos no muestran actividad de peroxidasa.

Las laminas de sangre preparadas a partir de donantes normales se tifieron para detectar la
mieloperoxidasa seglin este procedimiento y con el método de la bencidina.! Los neutréfilos
mostraron una granulacién marrén-negra con este procedimiento y una granulacion azul con el
procedimiento de la bencidina. En ambos casos, los monocitos se tifieron con menor intensidad y
los linfocitos no mostraron actividad mieloperoxidasa.

Si los resultados observados varian de los esperados, pongase en contacto con el Servicio técnico
de Sigma-Aldrich.
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Caracteristicas de funcionamiento analitico Definiciones de los simbolos
Los resultados del funcionamiento analitico de las pruebas realizadas en todas las estructuras objetivo Simbolos definidos en la norma EN ISO 15223-1:2021
confirman una sensibilidad, especificidad y repetibilidad del 100 %.
. N Fabricante Numero de catdlogo
N.°de Descripcion del Objetivo  Especificidad Sensibilidad Especificidad Sensibilidad
cat. producto intraensayo intraensayo interensayo interensayo [E] Consultar instrucciones de uso Cédigo de lote
3911  Diaminobencidina  -193res de 3de3 3de3 3de3 3de3

actividad Declaracién UE de conformidad

Representante autorizado en la (definida en el Reglamento (UE)
. Lugares de
3912 Nitrato de cobre acgtividad 3de3 3de3 3de3 3de3 Iilil Comunidad Europea/Unién Europea c E 2017/746 sobre los productos
Concentrado sanitarios para diagndstico in vitro)
de solucién . K . L . -
1 N lal
3913 amortiguadora Osmolalidad 3de3 3de3 3de3 3de3 g Fecha de caducidad pnsposmvo médico de diagndstico
TRIZMA® in vitro
PH 3de3 3de3 3des 3de3 /ﬂ’ Limite de temperatura & Precaucién
Solucion de Lugares de
3802 glutaraldehido actividad 3de3 3de3 3de3 3de3 @ Fecha de fabricacion % Importador
Solucién de
GHS3 hematr::»;llgna Gill Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3 E Representante autorizado en Suiza
Solucién EA ;
3915 modificada de Gill Citoplasma 3de3 3de3 3de3 3de3 Ref _
Concentrado eterencias
S5134  sustitutivo del agua Osmolalidad 3de3 3de3 3de3 3de3 1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using
corriente de Scott peroxidases as protein tracers. J Exp Med 124:1123, 1966
pH 3de3 3de3 3de3 3de3 2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase
. . in the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique. J
Advertencias y peligros Histochem Cytochem 14:291, 1966.
Consulte la ficha de seguridad y el etiquetado del producto para obtener informacion actualizada sobre 3. Hanker JS, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive
riesgos, peligros o seguridad. phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978
391A 4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of

acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979
Hanker JS, Chandross RJ, Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of

5.
common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980
. Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and
Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons. P.J.
Stoward y JM Polak, Editores, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991

Gill GW, Frost JK, Miller KA: A new formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither
overstains nor requires differentiation. Acta Cytol 18:300, 1974

8. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and
H272 Puede agravar un incendio; comburente. Pa;hology,_VoI 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Editors, Lea and Febiger,
Philadelphia, 1981, pp 149-242
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H225 Liquido y vapores muy inflamables.

H290 Puede ser corrosiva para los metales. -z
P Informacién de contacto

H302 + H312 + H332 Nocivo en caso de ingestin, en contacto con la piel o si se inhala. Para hacer un pedido, visite nuestro sitio web en SigmaAldrich.com. Para solicitar el Servicio técnico,

H315 Provoca irritacién cutanea. visite la pagina de servicio técnico en nuestro sitio web en SigmaAldrich.com/techservice.
H317 Puede provocar una reaccién alérgica en la piel. Historial de revisiones

H318 Provoca lesiones oculares graves. Rev. 3.0 2014

H334 Puede provocar sintomas de alergia o asma o dificultades respiratorias si se inhala. Rev. 4.0 2016

H335 Puede irritar las vias respiratorias. Rev. 5.0 2023

H341 Susceptible de provocar defectos genéticos. Transferido a la nueva plantilla con la marca actual. Especificado para uso profesional

H350 Puede provocar cancer. en uso previsto y precauciones. Se ha revisado el uso previsto para adaptarlo a las
P directrices europeas sobre DIV. Se ha actualizado la ficha de datos de seguridad del
H360 Puede perjudicar la fertilidad. Puede dafiar al feto. material a la ficha de datos de seguridad. Se ha actualizado la informacién de contacto.

Se ha eliminado la instruccion de seguir el CLSI para la recogida de muestras. Se ha
eliminado la norma EN 980 y se ha cambiado a la norma EN ISO 15223-1:2021 en

o ., = X los simbolos. Se ha afiadido la informacién de contacto en caso de acontecimientos
H373 Puede provocar dafios en los érganos tras exposiciones prolongadas o repetidas en caso adversos. Se han afiadido advertencias y peligros. Informacion del CH-REP afiadida.
de ingestién.

H370 Provoca dafios en los 6rganos.

H410 Muy toxico para los organismos acuaticos, con efectos duraderos.
P201 Obtener instrucciones especiales antes de su uso.

P210 Mantener alejado del calor, superficies calientes, chispas, llamas al descubierto y otras fuentes
de ignicion. No fumar.

P220 Mantener alejado de la ropa y otros materiales combustibles.

P260 No respirar polvos/humos/gases/nieblas/vapores/aerosoles.

P273 No dispersar en el medio ambiente.

P280 Usar guantes/ropa de proteccion/equipo de proteccién para los ojos/la cara.

P304 + P340 + P312 EN CASO DE INHALACION: Transportar a la victima al exterior y maptenerla
€en reposo en una posicién confortable para respirar. Llamar a un CENTRO DE INFORMACION
TOXICOLOGICA o a un médico si la persona no se encuentra bien.

P305 + P351 + P338 + P310 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Enjuagar con agua
cuidadosamente durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si I[eva y resulte; facil.
Seguir enjuagando. Llamar inmediatamente a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a

un médico.
EP308 + P311 EN CASO DE exposicién demostrada o supuesta: Llamar a un CENTRO DE Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico. 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
P370 + P378 En caso de incendio: Utilizar arena seca, producto quimico seco o espuma resistente an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

al alcohol para la extincion. Darmstadt, Germany

+1(314) 771-5765
Si durante el uso de este dispositivo o como resultado de su uso, se produce un

incidente grave, inféormelo al fabricante o a su representante autorizado y a su MDSS CH GmbH
- . Laurenzenvorstadt 61
autoridad nacional. 5000 Aarau
Switzerland

La M inicial y Sigma-Aldrich son marcas comerciales registradas de Merck KGaA, Darmstadt, Alemania o sus
filiales. Todas las demas marcas comerciales son propiedad de sus respectivos duefios. Puede consultarse la
informacion detallada sobre las marcas comerciales en recursos accesibles al publico.

© 2023 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.

Brugsanvisning

Leukocytperoxidase
(myeloperoxidase)-saet

Procedure nr. 391

Ce MRRCK

Tilsigtet brug

Sigma-Aldrichs peroxidase (myeloperoxidase)-seaet er beregnet til brug som en histokemisk

farvning til almindelig laboratoriebrug med henblik pd pdvisning af leukocytperoxidase. Peroxidase
(myeloperoxidase)-szettet er udelukkende beregnet til professionel "in vitro-diagnostisk brug". Denne
manuelle kvalitative procedure identificerer polymorfonukleocytter i blod- eller knoglemarvsfilm baseret
pa preeparater fra mennesker. Histologisk visualisering og identifikation af polymorfonukleocytter er en
unik teknik, som aktuelt finder bred anvendelse p& det medicinske omréde.

Diaminobenzidin (DAB), som en benzidinerstatning for peroxidase (myeloperoxidase)-cytokemi, har
mindre farvestyrke end benzidin.*? Dette gjorde DAB meget mindre attraktivt for histokemikere.
Hanker og partnere forbedrede dog DAB-metoden, hvilket gjorde den mere egnet til at differentiere
granulocytter, deres praekursorer og monocytter fra celler af lymfoid oprindelse.>*1 henhold til
deres modifikation intensiveres det brune reaktionsprodukt forst med kobbersalte efterfulgt af

oc ) o : ) L o o
pafgring af Gills modificerede Papanicolaou-farve, hvilket resulterer i intense grasorte granula pa
steder med neutrofil- og monocyt-myeloperoxidase.’

Sigma-Aldrich-proceduren ligner den, der er udviklet af Hanker, og involverer fglgende reaktioner:

DAB + H,0, MP > Oxideret DAB (lysebrunt pigment)

Oxideret DAB + Cu(NO,), =3 Grdsort pigment

N&r det behandles med Gills modificerede Papanicolaou-farve, forstaerkes reaktionsproduktet
yderligere, og der opstar en karakteristisk farvning af neutrofiler, eosinofiler og basofiler. Det skal
bemaerkes, at evidens, der peger p& DAB's carcinogenicitet, er tvetydig, og god laboratoriepraksis
bor udelukke enhver potentiel fare.®

Reagenser

Diaminobenzidin (kat.nr. 3911-1VL)

Diaminobenzidintetrahydrochlorid, 25 mg/haetteglas (10 haetteglas). Fare. Mistaenkt for at
forrsage genetiske defekter. Kan fremkalde kraeft. Indhent seerlige anvisninger fgr brug.
Brug personlige vaernemidler efter behov. Ved eksponering eller mistanke om eksponering:
S@g leegehjeelp.

Kobbernitrat (kat.nr. 3912-1VL)

Kobbernitrat, 625 mg/haetteglas (2 haetteglas). Fare. Kan forsteerke brand, brandnaerende.
Farlig ved indtagelse. For8rsager hudirritation. For8rsager alvorlig gjenskade. Meget giftig for
vandlevende organismer.

TRIZMA® bufferkoncentrat (kat.nr. 3913-50ML)
TRIZMA®-HCI-buffer, 1,0 mol/l. Advarsel. Fordrsager hudirritation. Fordrsager alvorlig gjenirritation.

Glutaraldehydoplgsning (kat.nr. 3802-75ML)
Glutaraldehyd, 4 %, og boratbuffer, 67 mmol/I, pH 7,6 (2 x 75 ml).

Haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3 (kat.nr. GHS3-100ML)
Haematoxylin (certificeret), CI 75290, 6 g/l, natriumiodat, 0,6 g/I, aluminiumsulfat, 52,8 g/l og
stabilisator.

Gills modificeret EA-oplgsning (kat.nr. 3915-100ML)

Fast Green FCF (certificeret), CI 42053, 0,017 % (vaegt/vol.), eosin Y (certificeret), CI 45380,

0,4 % (veegt/vol.), alkohol, 73 % (vol./vol.), absolut methylalkohol, 25 % (vol./vol.), iseddikesyre,
2 % (vol./vol.) og phosphorwolframsyre, 0,4 % (vaegt/vol.).

Scotts post d tatningsk entrat (kat.nr. S5134-100ML)
Indeholder magnesiumsulfat ¢ 7H20, 200 g/I, natriumbicarbonat, 20 g/l, og konserveringsmiddel.

Szerlige materialer, som er pdkraevede, men ikke medfalger
¢ Absolut ethanol

e Ethanol, 95 %

e Hydrogenperoxid, 1 %

e Acetone, ACS-reagens

e Xylen eller xylenerstatning

Opbevaring og stabilitet

Opbevar diaminobenzidin og glutaraldehydoplgsning i kgleskab (2-8 °C). Reagensmaerkaterne

er forsynet med udlgbsdato. Opbevar andre reagenser i saettet ved stuetemperatur (18-26 °C).
Beskyt haematoxylinoplgsning mod lys. Reagensmeerkater for kobbernitrat og Gills modificeret EA-
oplgsning er forsynet med udlgbsdato.

Opbevar kobbernitratoplgsning og arbejdsoplgsning af Scotts postevandserstatning ved
stuetemperatur (18-26 °C). Opbevar TRIZMA® arbejdsoplgsning i keleskab (2-8 °C).
Kobbernitratoplgsning, TRIZMA® bufferkoncentrat og arbejdsoplgsning og Scotts
postevandserstatningskoncentrat og arbejdsoplgsning skal kasseres, hvis der udvikles turbiditet.

Opbevar glutaraldehyd-acetonefiksativ teet tillukket i kgleskab (2-8 °C). Stabil forudsat at pH er i
omradet 7,2 til 8,0.

Forringelse

Haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3, skal kasseres, hvis oplgsningen bliver brun (oxideret p& grund af
luft) eller lilla (tab af surhed).

Forberedelse

Kobbernitratoplgsning fremstilles ved at oplgse indholdet af 1 haetteglas kobbernitrat i 250 ml
demineraliseret vand.

TRIZMA® arbejdsoplgsning (pH 7,6 £0,3) fremstilles ved at fortynde 1 del TRIZMA®
bufferkoncentrat med 9 dele demineraliseret vand.

Glutaraldehyd-acetone-fiksativoplgsning fremstilles ved at tilseette 25 ml acetone af reagenskvalitet
til 75 ml glutaraldehydoplgsning.

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

Haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3, skal filtreres inden brug.

Forsigtighedsregler

Disse IVD'er er beregnet til in vitro-diagnostisk brug i et klinisk laboratoriemiljg. Disse IVD'er er
udelukkende beregnet til professionel brug udfert af kvalificeret personale. IVD'er fra Sigma-Aldrich
kan benyttes af laboratoriepersonale, som er uddannet til at hndtere potentielt smittefarlige humane
prover, bruge mikroskoper og andet laboratorieudstyr og har en farveopfattelse og synsstyrke, som
gor dem i stand til at skelne mellem farver og andre genstande under et mikroskop.

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

Procedure

Prgveindsamling

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

Knoglemarvsaspirat, perifert blod eller buffy coat-praeparater kan anvendes. Enten heparin
eller EDTA fungerer som tilfredsstillende antikoagulans.® Ufikserede prgver kan opbevares ved
stuetemperatur (18-26 °C) beskyttet mod lys i flere m&neder uden tab af aktivitet.*

Bemaerk

Det anbefales, at blodfilm, som er fremstillet ud fra raske donorer, behandles sammen med
patientprgver for at overv%ge systemets ydeevne.

Selvom myeloperoxidase generelt betragtes som en markgr for celler af myelocytisk
afstamning, er det bydende ngdvendigt at erkende, at monocytoide celler ogsé kan udvise svag
peroxidaseaktivitet.

Procedure
1. Oplgs indholdet af 1 haetteglas med diaminobenzidin i 50 ml TRIZMA® arbejdsoplgsning.
2. Opseet en reekke farvningsskéle, der indeholder fglgende:
¢ Glutaraldehyd-acetone-fiksativoplgsning
¢ Diaminobenzidinoplgsning fremstillet i trin 1
¢ Kobbernitratoplgsning
¢ Haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3
¢ Arbejdsoplgsning af Scotts postevandserstatning
¢ Gills modificeret EA-oplgsning
o To skdle med 95 % ethanol
o To skdle med absolut ethanol
e Tre skale med xylen. Se BEMARK efter trin 18
3. Umiddelbart inden fiksering af objektglassene tilseettes 0,5 ml 1 % hydrogenperoxid til
diaminobenzidinoplgsningen, som blev fremstillet i trin 1. Bland grundigt.
4. Fikser objektglassene ved 4-8 °C i glutaraldehyd-acetone-fiksativoplgsning i 1 minut.
5. Skyl kort (30 sekunder) i demineraliseret vand.
6. Inkuber i 45 sekunder i diaminobenzidin/peroxidoplgsningen, som blev fremstillet i trin 3.
7. Skyl kort (30 sekunder) i demineraliseret vand.
8. Nedsaenk i kobbernitratoplgsning i 2 minutter under forsigtig omrgring.
9. Skyl kort (30 sekunder) i demineraliseret vand.
10. Nedsaenk i haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3 i 8 sekunder (4 dyp).
11. Skyli 2 hold demineraliseret vand i 5 sekunder under omrgring.
12. Nedsaenk i arbejdsoplgsning af Scotts postevandserstatning i 12 sekunder (6 dyp).
13. Skyli 2 hold demineraliseret vand i 5 sekunder.
14. Nedseaenk i Gills modificeret EA-oplgsning i 1 minut.
15. Skyli 2 hold 95 % ethanol i 3 sekunder hver.
16. Skyli 2 hold absolut ethanol i 3 sekunder hver.
17. Skyli 3 hold xylen i 3 sekunder hver.
18. Monter i permanent monteringsmedium, og undersgg mikroskopisk. Farven falmer, hvis
objektglassene ikke monteres.
Bemaerk
Proceduren kan forkortes ved at fjerne trin 14-17. Eosinofil-peroxidase vil fremstd mgrkt rgdbrun
i stedet for rgd-orange. Hvis Gills modificeret EA-oplgsning anvendes, skal skylning i alkohol og
xylen inkluderes.

Praestationskarakteristika

Neutrofiler og deres praekursorer udviser grasort intracellulzer granulering. Monocytter farves
mindre intenst. Eosinofiler farves rgd-orange, mens basofiler farves bld. Lymfocytter udviser ikke
peroxidaseaktivitet.

Blodfilm fremstillet fra normale donorer blev farvet for myeloperoxidase i henhold til denne
procedure og ved brug af en benzidinmetode.! Neutrofiler udviste brunsort granulering med denne
procedure og bld granulering med benzidinproceduren. I begge tilfelde farvedes monocytter mindre
intenst, og lymfocytter udviste ikke myeloperoxidaseaktivitet.

Kontakt Sigma-Aldrich teknisk service for at f& assistance, hvis de observerede resultater afviger fra
de forventede resultater.
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Analytiske praestationskarakteristika

Resultaterne for analyseydelsen for de givne tests, som blev udfert pa alle m&lstrukturer, bekraefter
100 % sensitivitet, specificitet og repeterbarhed.

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

N Producent Katalognummer

Kat. Produktbeskrivelse Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet

nr. inden for inden for mellem mellem [E] Se brugsanvisningen Batchkode
analyse analyse analyser analyser
- - Aktivitets- Autoriseret repraesentant i Den Europzeiske Unions
3911 Diaminobenzidin steder 3af3 3af3 3af3 3af3 I EC IREPl Det Europzeiske Feellesskab/ C E overensstemmelseserklaering
ivi - Den Europaeiske Union defineret i IVDR 2017/746
3912 Kobbernitrat Aktivitets 3af3 3af3 3af3 3af3 P ( /748)
. Medicinsk udstyr til in vitro-
TRIZMA® Osmola- g Sidste anvendelsesdato R .
3913 bufferkoncentrat litet 3af3 3af 3 3af3 3af 3 - diagnostik
pH 3af 3 3af3 3af3 3af3 ,ﬂ’ Temperaturgraense & Forsigtig
Glutaraldehyd- Aktivitets-
3802 ucn.e;l';zsasniengy stI;:j:rS 3af3 3af3 3af3 3af3 @ Fremstillingsdato % Importgr
H toxylin-
GHS3 oplﬂi?\ag,oé},lllrr‘mr. 3 Kerner 3af3 3af3 3af3 3af3 [cn [rep] Angiver autoriseret repraesentant
Gills modificeret Cytoplas- i Schweiz
3915 EA-oplosning ma 3af 3 3af3 3af3 3af3
ssi3 Sllsposlovndsel OI9F a3 3as  sa3 a3 Referencer
1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using
pH 3af3 3af 3 3af 3 3af 3

peroxidases as protein tracers. J Exp Med 124:1123, 1966

Advarsler og farer 2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase in
i . R the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique.

S_e S|kkerhedsdat_abladet og produktmaerkningen vedrgrende opdaterede risiko-, fare- eller 7 Histochm Cytochem 14:291, 1966

sikkerhedsoplysninger. 3. Hanker ]S, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive

391A:

phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978

4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of
acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979
5. Hanker JS, Chandross RJ, Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of
6 common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980
6. Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and
Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons.
PJ Stoward and JM Polak, Editors, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991
H225 Meget brandfarlig vaeske og damp. 7. Gill GW,_ Frost JK, M_iIIer K_A: A new _formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither
overstains nor requires differentiation. Acta Cytol 18:300, 1974
H272 Kan forstaerke brand, brandnzerende. 8. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and
Pathology, Vol 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Editors, Lea and Febiger,
H290 Kan aetse metaller. Philadelphia, 1981, pp 149-242

H302 + H312 + H332 Farlig ved indtagelse, hudkontakt eller ved inddnding. Konta ktoplysninger

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

H315 Fordrsager hudirritation.

H317 Kan for8rsage allergisk hudreaktion.

H318 Fordrsager alvorlig gjenskade. Revisionshistorik

H334 Kan forarsage allergi- eller astmasymptomer eller 8ndedreetsbesveer ved ind&nding. Rev. 3.0 2014
H335 Kan forarsage irritation af luftvejene. Rev. 4.0 2016
H341 Mistaenkt for at fordrsage genetiske defekter. Rev. 5.0 2023

H350 Kan fremkalde kraeft. Overfgrt til ny skabelon med nuvaerende branding. Specificeret til professionel brug

under tilsigtet brug og forsigtighedsregler. Revideret tilsigtet brug for at tilpasse til
IVDR-retningslinjer. Opdateret materialesikkerhedsdatablad til sikkerhedsdatablad.
Opdateret kontaktoplysninger. Fjernet instruks om at fglge CLSI vedrgrende
prgveindsamling. Fjernet EN 980 og eaendret til EN ISO 15223-1:2021 for symboler.
Tilfgjet kontaktoplysninger i tilfeelde af ugnskede haendelser. Tilfgjet advarsler og farer.
Tilfgjet information om repraesentant i Schweiz.

H360 Kan skade forplantningsevnen. Kan skade det ufgdte barn.
H370 Fordrsager organskader.

H373 Kan forérsage organskader ved leengerevarende eller gentagen eksponering ved indtagelse.

H410 Meget giftig med langvarige virkninger for vandlevende organismer.
P201 Indhent seaerlige anvisninger fgr brug.

P210 Holdes vaek fra varme, varme overflader, gnister, 8ben ild og andre antaendelseskilder.
Rygning forbudt.

P220 Holdes vaek fra beklzedningsgenstande og andre braendbare materialer.

P260 Undg§ inddnding af pulver/rgg/gas/tdge/damp/spray.

P273 Undg8 udledning til miljget.

P280 Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

P304 + P340 + P312 VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk luft og serg for, at
vejrtraekningen lettes. Kontakt GIFTLINJEN/en laege i tilfselde af ubehag.

P305 + P351 + P338 + P310 VED KONTAKT MED @INENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter.
Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan ggres let. Fortsaet skylning. Ring omgdende til en
GIFTINFORMATION/lzege.

P308 + P311 VED eksponering eller mistanke om eksponering: Ring til en GIFTINFORMATION/lzege.

P370 + P378 I tilfeelde af brand: Anvend tgrt sand, tort kemisk eller alkoholbestandigt skum til
brandslukning.

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

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

Sigma-Aldrich, Inc.,

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

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,

Germany

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

Forbogstavet M og Sigma-Aldrich er varemaerker tilhgrende Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland, eller deres
tilknyttede virksomheder. Alle andre varemaerker tilhgrer deres respektive ejere. Detaljerede oplysninger om
varemeerker kan indhentes via offentligt tilgeengelige ressourcer.

© 2023 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

Leukocytperoxidas-sats
(myeloperoxidas)

Forfarande nr. 391

Ce MRRCK

Avsedd anvandning

Sigma-Aldrich peroxidas-sats (myeloperoxidas) &r avsedd for anvandning som en allmén
laboratoriehistokemisk fargning fér demonstration av leukocytperoxidas. Peroxidas-satsen
(Myeloperoxidas) ar endast avsedd for professionell “in vitro-diagnostisk anvandning”. Det har
manuella och kvalitativa férfarandet identifierar polymorfonukleocyter i blod- eller benmargsfilm
frdn manniskor. Histologisk visualisering och identifiering av polymorfonukleocyter &r en unik
teknik som for narvarande ofta anvands inom medicinska omraden.

Diaminobensidin (DAB), som ett bensidinsubstitut fér peroxidas (myeloperoxidas) cytokemi, har
mindre fargningskraft &n bensidin.'? Detta gjorde DAB mycket mindre attraktiv for histokemister.
Dock forbattrade Hanker och kollegor DAB-metoden och gjorde den mer lamplig for att sarskilja
granulocyter, deras forstadier och monocyter frén celler av lymfatiskt ursprung.>¢ Enligt deras
modifiering intensifieras den bruna reaktionsprodukten férst med kopparsalter, féljt av en
applikation av Gills modifierade Papanicolaou-fargning, vilket leder till intensiva grdsvarta granula
pa stallen med neutrofiler och monocytmyeloperoxidas.”

Sigma-Aldrich-férfarandet liknar den som utvecklades av Hanker, och involverar féljande reaktioner.

DAB + H,0, MP > Oxiderad DAB (ljusbrunt pigment)

Oxiderad DAB + Cu(NO,), =3 Grasvart pigment

Né&r den behandlas med Gills modifierade Papanicolaou-fargning, intensifieras reaktionsprodukten

ytterligare och neutrofiler, eosinofiler och basofiler far karakteristisk farg. Det bér understrykas att
evidens som indikerar att karcinogenitet hos DAB &r tvetydig, och god laboratoriesed bér utesluta

eventuell fara.®

Reagenser

Diaminobensidin (kat.-nr. 3911-1VL)

Diaminobensidin-tetrahydroklorid, 25 mg/flaska (10 flaskor). Fara. Misstédnks orsaka genetiska
defekter. Kan orsaka cancer. Skaffa speciella instruktioner fére anvandning. Anvand personlig
skyddsutrustning efter behov. Om exponerad eller orolig: Uppsok lakare.

Kopparnitrat (kat.-nr. 3912-1VL)

Kopparnitrat, 625 mg/flaska (2 flaskor). Fara. Kan intensifiera eld; oxidationsmedel. Skadligt vid
fortaring. Orsakar hudirritation. Orsakar allvarliga 6gonskador. Mycket giftigt for vattenlevande
organismer.

TRIZMAL® buffertkoncentrat (kat-nr. 3913-50ML)
TRIZMA®-HCl-buffert, 1,0 mol/I. Fara. Orsakar hudirritation. Orsakar svar ogonirritation.

Glutaraldehydlésning (kat.-nr. 3802-75ML)
Glutaraldehyd, 4 %, och boratbuffert, 67 mmol/I, pH 7,6. (2 x 75 ml)

Hematoxylinlésning, Gill nr. 3 (kat.-nr. GHS3-100ML)
Hematoxylin (certifierad), C.I. 75290, 6 g/I, natriumjodat 0,6 g/I, aluminiumsulfat 52,8 g/l och
stabiliseringsmedel.

Gill modifierad EA-l6sning (kat.-nr. 3915-100ML)

Fast Green FCF (certifierad), C.I. 42053, 0,017 % (vikt/volym), eosin Y (certifierad), C.I. 45380,
0,4 % (vikt/volym), alkohol, 73 % (volym/volym), absolut metylalkohol, 25 % (volym/volym),
isattika, 2 % (volym/volym) och fosfovolframsyra, 0,4 % (vikt/volym).

Scotts kranvattenersittning, koncentrat (kat.-nr. S5134-100 ML)
Innehéller magnesiumsulfat « 7H20, 200 g/I, natriumbikarbonat, 20 g/I, och konserveringsmedel

Sarskilt materiel som kravs men inte tillhandahalls

e Absolut etanol

e Etanol, 95 %

e Vateperoxid, 1 %

e Aceton, ACS-reagens

e Xylen eller xylenersattning

Férvaring och héllbarhet

Férvara diaminobensidin och glutaraldehydlésning i kylskap (2-8 °C). Utgéngsdatum finns
pa reagensmarkningen. Forvara andra satsreagenser i rumstemperatur (18-26 °C). Skydda
hematoxylinldsning frdn ljus. Utgdngsdatum stdr pd reagensmarkningen fér kopparnitrat och
Gill modifierade EA-16sning.

Forvara kopparnitratldsning och verksam I6sning av Scotts kranvattenersattning i rumstemperatur
(18-26 °C). Forvara TRIZMA® verksam |8sning i kylskgp (2-8°C). Om grumlighet uppst5r

ska du kassera kopparnitratlosning, TRIZMA® buffertkoncentrat och verksam I6sning, Scotts
kranvattenersattningskoncentrat och verksam l6sning.

Férvara glutaraldehyd-aceton-fixeringsmedel tatt tillslutet i kylskdp (2-8 °C). Stabil om pH &r
mellan 7,2 och 8,0.

Férséamring
Kassera hematoxylinlésning, Gill nr. 3, om I6sningen blir brun (oxiderad av luft) eller lila
(minskad surhet).

Beredning

Kopparnitratlésning bereds genom att I6sa upp innehallet i 1 flaska kopparnitrat i 250 ml
avjoniserat vatten.

TRIZMAL® verksam lésning (pH 7,6 + 0,3) framstalls genom att blanda 1 volym TRIZMAL®
buffertkoncentrat med 9 volymer avjoniserat vatten.

Forbered glutaraldehydacetonfixeringslosning genom att tillsatta 25 ml aceton av reagenskvalitet till
75 ml glutaraldehydldsning.

Verksam l6sning av Scotts kranvattenersattning bereds genom att spéda 1 del Scotts
kranvattenersattningskoncentrat med 9 delar avjoniserat vatten.

Filtrera hematoxylinldsning, Gill nr. 3 fére varje anvandningstillfalle.

Forsiktighetsatgarder

Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik 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 fran
Sigma-Aldrich far anvandas av laboratoriepersonal som &r utbildad i hantering av humanprover som
kan vara smittsamma, anvéndning av mikroskop och annan laboratorieutrustning samt har tillréckligt
bra fargseende och synskarpa for att kunna urskilja farger och andra forem8l under mikroskop.

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

Forfarande

Provtagning

Inga kénda testmetoder kan erbjuda fullsténdig garanti for att inte smitta éverférs genom blodprover
eller vavnad. Darfor maste alla blodderivat och vavnadsprover betraktas som potentiellt smittsamma.

Preparat av benmargsaspirat, perifert blod eller buffy-coat kan anvéandas. Antingen heparin
eller EDTA fungerar som tillfredsstallande antikoagulantia.® Icke-fixerade prover kan férvaras i
rumstemperatur (18-26 °C) skyddade frén ljus i flera m&nader utan aktivitetsforlust.*

Obs!

Det rekommenderas att blodfilm som har framtagits med prov frén friska donatorer behandlas
tillsammans med patientproverna for att kontrollera systemprestandan.

Trots att myeloperoxidas generellt anses vara en markér for myeloida celler ar det viktigt att kdnna
till att monocytoida celler ocks& kan visa svag peroxidasaktivitet.

Forfarande
1. Los upp innehdllet i 1 diaminobensidinflaska i 50 ml TRIZMA® arbetsl6sning.
2. Forbered en serie fargningsburkar med foljande innehll:
e Glutaraldehydacetonfixeringslésning
e Diaminobensidinlésning beredd i steg 1
¢ Kopparnitratldsning
e Hematoxylinlésning, Gill nr. 3.
e Verksam I6sning av Scotts kranvattenersattning
¢ Gills modifierade EA-16sning
o Tv8 sk8lar med 95 % etanol
o Tv8 skdlar med absolut etanol
o Tre skdlar med xylen. Se OBSERVANDA efter steg 18.
3. Omedelbart fore fixering av objektglas ska du l&agga till 0,5 ml 1 % vateperoxid i
diaminobensidinlésningen som férberetts i steg 1. Blanda val.
4. Fixera objektglas vid 4-8 °C i glutaraldehydacetonfixeringslésning i 1 minut.
5. Skolj kort (30 sekunder) i avjoniserat vatten.
6. Inkubera i 45 sekunder i diaminobensidin/peroxid-l6sningen beredd i steg 3.
7. Skolj kort (30 sekunder) i avjoniserat vatten.
8. Sank ned i kopparnitratlésning i 2 minuter med forsiktig omrérning.
9. Skolj kort (30 sekunder) i avjoniserat vatten.
10. Sé&nk ned i hematoxylinlésning, Gill nr. 3 i 8 sekunder (4 dopp).
11. Skolj i 2 byten med avjoniserat vatten i 5 sekunder med omrérning.
12. Séank ned i 12 sekunder (6 dopp) i arbetslosning av Scotts kranvattenersattning.
13. Skélj i 2 byten med avjoniserat vatten i 5 sekunder.
14. Sé&nk ned i Gills modifierade EA-l6sning i 1 minut.
15. Skolj i 2 byten med 95 % etanol i 3 sekunder var.
16. Skolj i 2 byten med absolut etanol i 3 sekunder var.
17. Skolji 3 byten xylen i 3 sekunder var.
18. Montera i permanent monteringsmedium och undersck mikroskopiskt. Fargen kommer blekna
om objektglasen inte monteras.
Obs!
Forfarandet kan kortas genom att utesluta steg 14-17. Eosinofilperoxidas kommer vara moérkt rod-
bruna istallet for rod-orange. Om Gills modifierade EA-6sning anvands maste skoljning i alkohol
och xylen ingé.

Prestandaegenskaper

Neutrofiler och deras forstadier visar grasvart intracellular granulering. Monocyter fargas inte
lika intensivt. Eosinofiler fargas réd-orange medan basofiler fargas bla. Lymfocyter visar inte
peroxidasaktivitet.

Blodfilmer framstéllda frdn normala donatorer fargades for myeloperoxidas enligt detta forfarande
och med en bensidinmetod.! Neutrofiler visade brunsvart granulering med detta férfarande och
bl granulering med bensidinférfarandet. I b&da fallen fargades monocyter mindre intensivt och
lymfocyter visade inte myeloperoxidasaktivitet.

Kontakta teknisk service p& Sigma-Aldrich for hjalp ifall resultaten som observeras avviker fran de
forvantade resultaten.
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Analytiska prestandaegenskaper Symbolforklaring

De analytiska prestandaresultaten for de givna testerna utforda p8 alla malstrukturer bekraftar 100 % Symboler enligt definition i EN ISO 15223-1:2021
sensitivitet, specificitet och repeterbarhet.
wl  Tilverkare

Katalognummer

Kat.- Produktbeskrivning Mal Spqcificitet Sen_sitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. inom inom mellan mellan [E] Se bruksanvisningen Batchkod
analys analys analyser analyser
iaminobensidi Aktivitets- Auktoriserad representant i EU-férsakran om
3911 Diaminobensidin stallen 3av3 3av3 3av3 3av3 I EC IREPl Europeiska gemenskapen/ C E overensstammelse (definieras i
ivi - Europeiska unionen IVDR 2017/746
3912 Kopparnitrat Al;tt';l'lt:rﬁs 3av3 3av3 3av3 3av3 P )
° Medicinteknisk produkt for in vitro-
TRIZMAL® Osmola- ¢ Utgéngsdatum . c
3913 buffertkoncentrat litet 3av3 3av3 3av3 3av3 diagnostik
pH 3av3 3av3 3av3 3av3 ,ﬂ’ Temperaturgrans & Forsiktighet
3802  Glutaraldehydlésning Al;tt';;lt:rﬁs" 3av3 3av3 3av3 3av3 M Tillverkningsdatum % Importdr

Hematoxylinlésnin «
GHS3 Gillynr. 3 9 Karnor 3av3 3av3 3av3 3av3 E Anger den auktoriserade

representanten i Schweiz

3915 Gills modifierade Cytoplas-

EA-I5sning ma 3av3 3av3 3av3 3av3
Scotts Osmola- Referenser
S5134 kranvat)tnecneenrtsra;tttmng, litet 3av3 3avs 3avs 3avs 1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using
pH 3av3 3av3 Sav3 3av3 peroxidases as protein tracers. J Exp Med 124:1123, 1966

2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase

Varningar och faror

Se sakerhetsdatabladet och produktmérkningen fér uppdaterad information om risker, fara och
sakerhet.

391A:

in the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique.
J Histochm Cytochem 14:291, 1966

3. Hanker JS, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive
phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978

4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of

acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979

5. Hanker JS, Chandross RJ, Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of
common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980
6 . Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and
Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons.
PJ Stoward and JM Polak, Editors, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991
7

. Gill GW, Frost JK, Miller KA: A new formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither
H225 Mycket brandfarlig vétska och 8nga. overstains nor requires differentiation. Acta Cytol 18:300, 1974
8. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and
Pathology, Vol 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Redaktorer, Lea and
Febiger, Philadelphia, 1981, sid. 149-242

<))

H272 Kan intensifiera eld; oxidationsmedel.

H290 Kan vara fratande p& metaller.

H302 + H312 + H332 Skadligt vid fortaring, hudkontakt eller inandning. Konta ktuPpglfter R R
For att gora en bestallning besoker du var webbplats pa SigmaAldrich.com. For teknisk service bestker
H315 Orsakar hudirritation. du sidan fér teknisk service p& var webbplats SigmaAldrich.com/techservice.

H317 Kan orsaka en allergisk hudreaktion. . s . .
¢ Revisionshistorik
H318 Orsakar allvarliga 6gonskador.

. ) _ o . L . Rev. 3.0 2014
H334 Kan orsaka allergiska eller astmatiska symtom eller andningssvarigheter vid inandning.
Rev. 4.0 2016
H335 Kan orsaka irritation i luftvagarna.
Rev. 5.0 2023

H341 Misstanks orsaka genetiska defekter. .

Overfort till ny mall med nuvarande varumarke. Specificerat "For yrkesmassigt
bruk” under "Avsedd anvéandning” och under “Férsiktighetsatgarder”. Reviderat
"Avsedd anvandning” s8 att det motsvarar riktlinjerna fér IVDR. Uppdaterat
"Materialsdkerhetsdatablad” till “S&kerhetsdatablad”. Uppdaterat kontaktuppgifterna.

H350 Kan orsaka cancer.

H360 Kan skada fertiliteten. Kan skada det ofédda barnet.

H370 Orsakar organskador. Tagit b0|l't anvisningen om att CLS{ ska foljas vid provtagning. Tagit bort EN ?80 ochl
andrat till EN ISO 15223-1:2021 fér symbolerna. Lagt till kontaktuppgifter fér negativa
H373 Kan orsaka skador p& organ genom I&ngvarig eller upprepad exponering vid fortaring. handelser. Lagt till varningar och faror. Lagt till information om representant i Schweiz.

H410 Mycket giftigt for vattenlevande organismer med I8ngtidseffekter.
P201 Inhamta sarskilda instruktioner fore anvandning.

P210 H&Il borta fr@n varme, heta ytor, gnistor, dppna I&gor och andra anténdningskallor.
Roékning férbjuden.

P220 Hall borta frén klader och andra brénnbara material.

P260 Andas inte in damm/rék/gas/dimma/%ngor/spray.

P273 Undvik utslapp i miljon.

P280 Anvénd skyddshandskar/skyddsklader/skyddsglaségon/ansiktsskydd.

P304 + P340 + P312 VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att personen andas

utan problem. Ring en GIFTINFORMATIONSCENTRAL/lékare om du mar daligt.

P305 + P351 + P338 + P310 VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj forsiktigt med vatten i flera
minuter. Ta ut eventuella kontaktlinser om det gar latt. Fortsatt att skolja. Ring omedelbart till en
GIFTINFORMATIONSCENTRAL/lékare.

P308 + P311 Om exponerad eller orolig: Ring en GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lakare.

P370 + P378 Vid brand: Anvand torr sand, torr kemikalie eller alkoholbestandigt skum for att

slacka.
Om det har intriffat ett allvarligt tillbud medan denna enhet anviints eller som ett Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
" . 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271
resultat av att den har anvants ska det rapporteras till tillverkaren och/eller dess St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover Darmstadt
auktoriserade representant samt myndigheten i ditt land. an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

Initial M och Sigma-Aldrich &r varumarken som tillhor Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland eller dess dotterbolag.
Ovriga varumérken tillhér respektive dgare. Detaljerad information om varumérken finns tillgénglig via allmant
tillgédngliga resurser.

© 2023 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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Instrugdes de utilizagdo

Kit de Peroxidase leucocitaria
(Mieloperoxidase)

Procedimento N.© 391

Ce MRRCK

Utilizagdo prevista

O Kit de Peroxidase (Mieloperoxidase) da Sigma-Aldrich destina-se a utilizagdo como uma coloragédo
histoquimica de laboratério geral para a demonstragdo da peroxidase leucocitaria.

O Kit de Peroxidase (Mieloperoxidase) destina-se somente a “Utilizagdo de diagndstico In Vitro”

por profissionais. Este procedimento qualitativo e manual identifica os polimorfonucledcitos

em peliculas de sangue ou medula dssea de amostras humanas. A visualizagdo histolégica e
identificagdo de polimorfonucledcitos é uma técnica Unica atualmente utilizada em medicina.

A diaminobenzidina (DAB), como substituto de benzidina para citoquimica de peroxidase
(mieloperoxidase), tem menos poder de coloragdo do que a benzidina.? Isto tornou a DAB muito
menos atraente para os histoquimicos. Contudo, Hanker e associados melhoraram a metodologia
da DAB, tornando-a mais adequada para diferenciar os granuldcitos, os seus precursores e
mondcitos das células de origem linféide.>¢ De acordo com a sua modificagdo, o produto de
reagdo castanha é primeiro intensificado com sais de cobre, seguido da aplicagéo da coloracdo
de Papanicolau modificada Gill, resultando em granulos cinzentos-pretos intensos nos locais de
mieloperoxidase de neutrdfilos e mondcitos.”

O procedimento da Sigma-Aldrich é semelhante ao desenvolvido pela Hanker, envolvendo as
seguintes reagdes:

MP DAB oxidada
DAB + H,0, ——» (Pigmento castanho claro)

DAB oxidada + Cu(NO,), —P Pigmento cinzento-preto

Quando tratado com a coloragéo de Papanicolau modificada Gill, o produto de reagdo é ainda mais
intensificado e a cor caracteristica é conferida aos neutrdfilos, eosindfilos e basdfilos. De salientar
que as evidéncias que indicam a carcinogenicidade da DAB sdo ambiguas e as boas praticas de
laboratério devem excluir qualquer potencial perigo.8

Reagentes

Diaminobenzidina (N.° de cat. 3911-1VL)

Tetracloridrato de diaminobenzidina, 25 mg/frasco (10 ampolas). Perigo. Suspeito de provocar
defeitos genéticos. Pode causar cancro. Pedir instrugdes especificas antes da utilizagdo. Utilizar
equipamento de protegdo individual, conforme necessario. Em caso de exposicdo ou suspeita de
exposigdo: Consultar um médico.

Nitrato de cobre (N.° de cat. 3912-1VL)

Nitrato de cobre, 625 mg/frasco (2 frascos). Perigo. Pode agravar incéndios; comburente. Nocivo
por ingestdo. Provoca irritagdo cutdnea. Provoca lesdes oculares graves. Muito toxico para a

vida aquatica.

Concentrado de Tampao TRIZMA® (N.° de cat. 3913-50ML)
Tamp&o TRIZMA®-HCI, 1,0 mol/I. Aviso. Provoca irritagdo cutdnea. Provoca irritagdo ocular grave.

Solugéo de Glutaraldeido (N.° de cat. 3802-75ML)
Glutaraldeido, 4%, e tamp&o de borato, 67 mmol/l, pH 7,6. (2 x 75 ml)

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

Solugdo EA modificada de Gill (N.° de cat. 3915-100ML)

Verde rapido FCF (certificado), C.I. 42053, 0,017% (p/v), Eosina Y (certificada), C.I. 45380,
0,4% (p/Vv), alcool, 73% (v/v), alcool metilico absoluto, 25% (v/v), acido acético glacial, 2% (v/v)
e acido fosfottingstico, 0,4% (p/v).

Concentrado de Substituto de agua da torneira Scott (N.° de cat. S5134-100ML)
Contém sulfato de magnésio » 7H20, 200 g/I, bicarbonato de sddio, 20 g/l e conservante

Materiais especiais necessarios mas nao fornecidos
e Etanol absoluto

e Etanol, 95%

e Perdxido de hidrogénio, 1%

e Acetona, Reagente ACS

¢ Xileno ou substituto do xileno

Conservagao e estabilidade

Conservar a Diaminobenzidina e a Solugdo de Glutaraldeido no frigorifico (2-8 °C). As etiquetas dos
reagentes tém data de validade. Conserve os outros reagentes do kit a temperatura ambiente (18-
26 °C). Proteger a Solugdo de Hematoxilina da luz. As etiquetas de reagentes do Nitrato de Cobre e
da Solugdo EA modificada Gill tém data de validade.

Conservar Solugdo de Nitrato de cobre e Solug&o de trabalho Substituto de d4gua da torneira Scott
a temperatura ambiente (18-26 °C). Conservar a Solugéo de trabalho TRIZMA® no frigorifico

(2-8 °C). Se surgir turbidez, eliminar a Solugdo de Nitrato de cobre, o Concentrado de tampédo e a
Solugdo de trabalho TRIZMA®, Concentrado de Substituto de dgua da torneira Scott e a Solugdo
de trabalho.

Conservar o Fixador de glutaraldeido-acetona firmemente rolhado no frigorifico (2-8 °C). Estavel
desde que o pH esteja no intervalo de 7,2 a 8,0.

Deterioracao

Eliminar a Solugdo de Hematoxilina, Gill N.° 3, se a solugdo ficar castanha (oxidagdo do ar) ou
purpura (perda de acidez).

Preparagao
A Solugdo de Nitrato de cobre é preparada dissolvendo o contetido de 1 frasco de Nitrato de cobre
em 250 ml de agua desionizada.

A Solugdo de trabalho TRIZMA® (pH 7,6 + 0,3) é preparada diluindo 1 volume de Concentrado de
tampdo TRIZMA® com 9 volumes de dgua desionizada.

A Solugdo fixadora de Glutaraldeido-Acetona é preparada adicionando 25 ml de acetona de grau de
reagente a 75 ml de Solugdo de Glutaraldeido.

A Solugdo de trabalho do Substituto de dgua da torneira Scott é preparada diluindo 1 volume de
Concentrado de substituto de agua da torneira Scott em 9 volumes de agua desionizada.

Filtrar a Solugdo de Hematoxilina, Gill N.° 3, antes da utilizag&o.

Precaugbes

Estes DIV 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 infecciosas e na utilizagdo de microscépios e outros
equipamentos laboratoriais e com percegdo cromatica e acuidade visual para distinguir cores e
outros objetos ao microscopio.

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

Procedimento

Colheita de amostras

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

Podem ser utilizados aspirados de medula dssea, sangue periférico ou preparagdes de camada
leuco-plaquetdria. A heparina ou EDTA atua como um anticoagulante satisfatério.3 As amostras
ndo fixadas podem ser conservadas a temperatura ambiente (18-26 °C), protegidas da luz durante
varios meses, sem perda de atividade.*

Nota

Recomenda-se que sejam processadas peliculas de sangue preparadas a partir de dadores
sauddveis juntamente com amostras de doentes para monitorizar o desempenho do sistema.

Embora, geralmente, a mieloperoxidase seja considerada um marcador de células de linhagem
mielocitica, é imperativo reconhecer que as células monocitdides também podem exibir uma
atividade fraca da peroxidase.

Procedimento
1. Dissolver o contetido de 1 frasco de Diaminobenzidina em 50 ml de Solugdo de
trabalho TRIZMA®.
2. Preparar uma série de jarras de coloragdo contendo o seguinte:
e Solugdo de Fixador de Glutaraldeido-Acetona
e Solugdo de Diaminobenzidina preparada no Passo 1
e Solugdo de Nitrato de cobre
e Solugdo de Hematoxilina, Gill n.° 3
¢ Solugdo de trabalho do Substituto de agua da torneira Scott
e Solugdo EA modificada Gill
¢ Duas tinas com etanol a 95%
¢ Duas tinas com etanol absoluto
e Trés tinas com xileno. Consultar a NOTA a seguir ao Passo 18
3. Imediatamente antes da fixagdo das laminas, adicionar 0,5 ml de perdxido de hidrogénio a
1% a Solugdo de Diaminobenzidina preparada no Passo 1. Misturar bem.
4. Fixar as laminas a 4-8 °C em Solugdo de Fixador de glutaraldeido-acetona durante 1 minuto.
5. Enxaguar brevemente (30 segundos) em agua desionizada.
6. Incubar durante 45 segundos em solugdo de Diaminobenzidina/Peréxido preparada
no Passo 3.
7. Enxaguar brevemente (30 segundos) em agua desionizada.
8. Submergir em Solugdo de Nitrato de cobre durante 2 minutos com uma agitagdo suave.
9. Enxaguar brevemente (30 segundos) em agua desionizada.
10. Submergir em Solugdo de Hematoxilina, Gill N.° 3, durante 8 segundos (4 mergulhos).
11. Enxaguar em 2 mudancas de dgua desionizada durante 5 segundos com agitag&o.
12. Submergir durante 12 segundos(6 mergulhos) em Solugdo de trabalho do Substituto de dgua
da torneira Scott.
13. Enxaguar em 2 mudancas de dgua desionizada durante 5 segundos.
14. Submergir em Solugdo EA modificada Gill durante 1 minuto.
15. Enxaguar em 2 mudancas de etanol a 95% durante 3 segundos cada.
16. Enxaguar em 2 mudancas de etanol absoluto durante 3 segundos cada.
17. Enxaguar em 3 mudangas de xileno durante 3 segundos cada.
18. Montar em meios de montagem permanentes e examinar microscopicamente. A cor ird
desbotar se as laminas ndo forem montadas.

Nota

O procedimento pode ser encurtado eliminando os Passos 14-17. A peroxidase eosinofilica surge
a vermelho escuro-castanho em vez de vermelho-laranja. Se utilizar a Solugdo EA modificada Gill,
deve incluir enxaguamento em alcool e xileno.

Caracteristicas do desempenho

Os neutrdfilos e os seus precursores exibem uma granulagéo intracelular cinzenta-negra. Os
mondcitos coram menos intensamente. Os eosindfilos coram a vermelho-laranja ao passo que os
basoéfilos coram a azul. Os linfécitos ndo exibem atividade de peroxidase.

As peliculas de sangue preparadas a partir de dadores normais foram corados para mieloperoxidase
de acordo com este procedimento e através de um método de benzidina.! Os neutrofilos exibiram
uma granulagdo castanha-preta com este procedimento e uma granulagdo azul com o procedimento
da benzidina. Em ambos os casos, 0s mondcitos coraram menos intensamente e os linfocitos ndo
exibiram atividade de mieloperoxidase.

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

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

Fabricante Numero de catdlogo

-REF
N.° de Descrigao do Alvo Especificidade Sensibilidade Especificidade Sensibilidade N -
cat. produto intraensaio intraensaio interensaio interensaio EE] Consultar as instrugdes Cédigo do lote
3911 Diaminobenzidina  L0CAIS de 3de3 3de3 3de3 3de3 de utilizagdo
i Locais de Representante autorizado Declaragdo de Conformidade da
3912 Nitrato de cobre atividade 3de3 3de3 3de3 3de3 I S I ReP | na Comunidade Europeia/ C E Unigo Europeia (definida na diretiva
Unido Europeia RDIV 2017/746
3913 Taf\i’:gs’}t;?;;gﬁm Osmolalidade 3de3 3de3 3de3 3de3 P 1746)
oH 3de3 3de3 3de3 3de3 % Data de validade ﬁ.nsv;?;zmvo meédico para diagndstico

Solugéo de Locais de
3802 Glutaraldeido atividade 3de3 3de3 3de3 3de3 /ﬂ’ Limite de temperatura & Atengéo

Solugéo de
GHS3  Hematoxilina, Nicleos 3de3 3de3 3de3 3de3 (V] Data de fabrico @ Importador

Gill n.o 3
3915 So!u_géo EA_ Citoplasma 3de3 3de3 3de3 3de3 Indica’o Representante Autorizado

modificada Gill na Suica
Concentrado de
S5134  Substituto de 4gua Osmolalidade 3de3 3de3 3de3 3de3 ~ .
da torneira Scott Referéncias
pH 3de3 3de3 3de3 3de3

Avisos e Perigos

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

391A:

SOLLOY

H225 Liquido e vapor facilmente inflamaveis.

H272 Pode agravar incéndios; comburente.

H290 Pode ser corrosivo para 0s metais.

H302 + H312 + H332 Nocivo por ingestdo, em contacto com a pele ou por inalagdo.
H315 Provoca irritagdo cuténea.

H317 Pode provocar uma reagdo alérgica cutanea.

H318 Provoca lesdes oculares graves.

H334 Quando inalado, pode provocar sintomas de alergia ou de asma ou dificuldades respiratdrias.
H335 Pode provocar irritagdo das vias respiratorias.

H341 Suspeito de provocar anomalias genéticas

H350 Pode provocar cancro.

H360 Pode afetar a fertilidade. Pode afetar o nascituro.

H370 Afeta os 6rgdos.

H373 Pode afetar os 6rgdos apds exposicdo prolongada ou repetida em caso de ingest&o.
H410 Muito toxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

P201 Pedir instrugbes especificas antes da utilizacdo.

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

P220 Manter afastado da roupa e de outras matérias combustiveis.

P260 N&o respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.

P273 Evitar a libertagdo para o ambiente.

P280 Usar luvas de protegdo/vestuario de protegdo/protegdo ocular/protecdo facial.

P304 + P340 + P312 EM CASO DE INALACAO: Retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e
manté-la numa posigdo que ndo dificulte a respiragdo. Caso sinta indisposicao, contacte um
CENTRO DE INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.

P305 + P351 + P338 + P310 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: Lavar cautelosamente
com agua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel.
Continue a enxaguar. Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENENOS/médico.

P308 + P311 EM CASO DE exposigdo ou suspeita de exposigdo: Contacte um CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.

P370 + P378 Em caso de incéndio: Para extinguir, utilizar areia seca, produto quimico seco ou
espuma resistente ao alcool.
Caso tenha ocorrido algum incidente grave durante a utilizagao deste dispositivo
ou como resultado da sua utilizagdo, comunique-o ao fabricante e/ou ao respetivo
representante autorizado e a sua autoridade nacional.

1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using
peroxidases as protein tracers. J Exp Med 124:1123, 1966

2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase in
the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique.
J Histochm Cytochem 14:291, 1966

3. Hanker JS, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive
phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978

4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of
acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979

5. Hanker JS, Chandross RJ, Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of
common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980

6. Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and
Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons.
P.J. Stoward e JM Polak, Editores, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991

7. Gill GW, Frost JK, Miller KA: A new formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither
overstains nor requires differentiation. Ata Cytol 18:300, 1974

8. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and
Pathology, Vol 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Editors, Lea and Febiger,
Philadelphia, 1981, pp 149-242

Informacgdes de contacto

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

Histérico de revisdes

Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Transferéncia para novo modelo com a marca atual. Especificagdo para utilizagdo
profissional na utilizacdo prevista e nas precaugdes. Revisdo da utilizagdo prevista para
alinhamento com as diretrizes do regulamento relativo aos dispositivos médicos para
diagndstico in vitro (RDIV). Atualizagdo de Folha de Dados de Seguranga do Material
para Folha de Dados de Seguranca. Atualizagdo das informagGes de contacto. Remog&o
da instrugd@o 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 informagoes de
contacto em caso de eventos adversos. Adigdo de Adverténcias e Perigos. Adicionadas
informagdes CH-REP.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 @ 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

O M inicial e Sigma-Aldrich sdo marcas comerciais da Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha ou das respetivas
afiliadas. Todas as outras marcas comerciais pertencem aos respetivos proprietdrios. Estdo disponiveis informagdes
detalhadas sobre marcas comerciais através de recursos acessiveis ao publico.

© 2023 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

KIT Unepo&eidaonc ASUKOKUTTApwV
(puehoUnepo&eidaon)

Aiadikaoia ap. 391

Ce MRRCK

MpoopiZopevn Xprion

To kIT unepo&eidaong (Hueholnepoeidaon) Tng Sigma-Aldrich npoopileTal yia Xpron wg YEVIKR
£pYAOTNPIAKN IOTOXNHIKA XPWON YIa TNV avayvaopion TnG UnepoEeidaong AEUKOKUTTApwv. To KIT
unepo&eIdaong (Hueholngpo&eldaon) npoopileTal HOVo yia enayyeAUATIK «in vitro diayvwaTikr
XPon». AuTh n Un autopaTn, noloTikn diadikacia avayvwpilel Ta NOAUHOPPOVOUKAEOKUTTApA
0E QI aipaTog f HUEAOU TV 00TOV avBpwnivwy delypdTtwy. H 10ToAoyIKr onTikonoinon Kai

n avayvmpion NoAUHOPMOVOUKAEOKUTTAPWY Eival Hia Hovadiki TEXVIKM NOU eni TOU NapovTog
XPNOILOMOIEITAl EUPEWG OTNV 1ATPIKI.

H diapivopevidivn (DAB), wg unokatdoTaro Tng Bevyidivng yia TNV KUTTapoxnueia TG unepogeidaong
(HUeAOUNEPOEEIBAONG), EXEI MIKPOTEPN XPWOTIKA 10XU anod Tn Bevyidivn.1? AuTo gixe wg anoTéeopa

n DAB va gival oAU ANiyOTEPO EAKUTTIKN YIA TOUG IGTOXNMIKOUG. Q0TO00, 0 Hanker kai o1 GUvepYaTeq
Tou BeATiwoav Tn peBodoloyia Tng DAB, kaBioTwvTag T nio KaTaAAnAn yia Tn diapoponoinon Twv
KOKKIOKUTTAPWY, TWV NPOdpOH®V TOUG KAl TV HOVOKUTTAPWY anod KUTTapa AEPQIKNG NpogAeuong. ¢
SUPQWVa JE TNV TPOMOMOINGT TOUG, TO KAPE NPOIoV avTidpaong evioxUeTal NpOTA Pe aAata XaAkou
Kal akoAouBei N epapuoyr TNG TpononoINuEVNG Xpwong ManavikoAdou kata Gill, pe anotéAeopa
£vTova ykpIZOHaupa Kokkia oTa onpeia JUeAoUNEPOEEIBACNG OUBETEPOPIAWY Kal OVOKUTTAPWV.”

H diadikacia Tng Sigma-Aldrich eivai napopola pe autry nou avanTuxOnke anod Tov Hanker kai
nepiAapBavel Tig akohouBeg avTiIdpAoeIg:

DAB + H,0, MP > O&eidwpévn DAB (XpWOTIKF avoIXTO Kape)

OEeidwpévn DAB + Cu(NO,), =——————F T[KpIZOHAUPN XPWOTIKN

‘'OTav unoBalAeTarl og enegepyaaia pe TV Tpononoinuévn Xpwaon ManavikoAdou kata Gill, To npoiov
TNG avTidpaong YiveTal EVTOVOTEPO Kal NPocdideTal XapakTnPIOTIKO XPWHA 0TA OUDETEPOPIAG,

Ta NWoIvOPIAa Kal Ta BacedPiha. Oa npénel va onueiwBei 0TI Ta OTOIKEIQ NOU UNodeIkvUOUY ThV
Kapkivoyovo dpaon Tng DAB eival apgiBoAa kal n opBr epyacTnpiakn NpakTikn Ba npenel va
anokAeigl onolovdnnoTe niBavod Kivduvo.?®

AvTiIdpaocTipia

ArapivoBevqidivn (Ap. kataloyou 3911-1VL)

TetpatdpoxAwpikr diapivoBevidivn, 25 mg/@ialidio (10 giaAidia). Kivduvog. 'YnonTo yia npokAnon
YEVETIKOV EAATTWHATWV. MMNOpEi va NpokaA€oel kapkivo. EqodiaaTeite Pe TiG €181KEG 0dnYieg NpIv
ano Tn xpron. XpnoiKonoInoTe HEOA ATOMIKNAG MPOoTaciag onwg anaiTeital. =€ NepinTwaon €kOeong n
niBavng €kBeonG: ZupBouleuBeite/ENIOKEPOEITE yIaTPO.

NITpIkOG XaAKOG (Ap. kaTaAoyou 3912-1VL)

NITPIKOG XaAKOG, 625 mg/piaAidio (2 @iaAidia). Kivduvog. Mnopei va avalwnupwoel TNV nupkayia-
0EeIdwTIKO. EMBAaBEG og nepinTwon katanoong. MpokaAei epeBiopd Tou deppaTtog. MpokaAei coBapr
o@BaApikr BAARN. MoAU Toiko yia Toug udpoPIoUG opyaviopoug.

Supnukvepa pubpioTikoU diaAupaTtog TRIZMA® (Ap. kataAdyou 3913-50ML)
PuBuioTIKO diaAupa TRIZMA®-HCI, 1,0 mol/L. Mpogidonoinan. MpokaAei epeBigud Tou dEPUATOG,.
MpokaAei coPapd o@BaApikd epeBIoPO.

AiaAupa yAoutapaAdeilidng (Ap. kataldyou 3802-75ML)
FAouTapaldelidn, 4%, kai Bopiko pubuIaTIKO diaAupa, 67 mmol/L, pH 7,6. (2 x 75 mL)

AiaAupa aiparo§ulivng, Gill ap. 3 (ap. kataAoyou GHS3-100ML)
Aipato&uAivn (nigTonoinuévn), C.I. 75290, 6 g/L, 1wdikd vaTtpio, 0,6 g/L, Beikd apyilio, 52,8 g/L
Kal aTaBeponoInTrG.

Tpononoinpévo diaAupa EA Gill (Ap. kataAdyou 3915-100ML)

Fast Green FCF (migTonoinyévo), C.I. 42053, 0,017% (w/v), nwaivn Y (niotonoinuévn), C.I. 45380,
0,4% (w/Vv), akkoOAn, 73% (v/v), andAuTn PeBUAIKR aAkoOAn, 25% (v/v), nayopop@o o&ikd o0&y,
2% (v/v) Kal pwo@oBoAPpapikd o&l, 0,4% (w/v).

ZupniuKvopa unokatacTarou vepol Bpuong Scott (Ap. katahdyou S5134-100ML)
MNepiéxel Benkd payvraio  7H20, 200 g/L, diTtavepakiko vaTpio, 20 g/L, Kal cuvTnpnTIKO

Eid1ka UAIKG nou anaiTouvTal aAAd dev napexovTail

e AnOAUTN aiBavoAn

e AIBavoAn, 95%

e Ynepo&gidio Tou udpoyodvou, 1%
e AkeTOVN, avTidpaaTripio ACS

e ZUMévio ) unokaTtaoTaTo EuAeviou

®UAa&n kal oTabepoTNTA

®uldooete To diahupa diapivoBevidivng kal yAoutapardelidng oe wuyeio (2-8 °C). O1 ETIKETEG TwV
avTIdpaoTnpinyv avaEpouv TNV nuepopnvia ARENG. ®UAAcoeTe Ta GAAa avTIdpacTipia Tou KIT O
Beppokpaocia dwpatiou (18-26 °C). MpooTaTeloTe To dIAAUKA AIMATOEUAIVNG anod To PwG. OI ETIKETEG
avTIdpacTnpimwV yia Tov VITPIKO XaAko kai To Tpononoinuévo diaAupa EA Gill pépouv npepounvia
ARgNG.

DUAACOETE TO JIAAUPA VITPIKOU XaAKoU Kal To didAupa epyaciag unokaTaoTaTtou vepou Bplong
Scott o Beppokpaaia dwuaTtiou (18-26 °C). duldcoeTe To diaAupa epyaciag TRIZMA® oe wuyeio
(2-8 °C). Eav avanTtuxBei BoAepdTNTa, anoppiyTe To dIGAUKA VITPIKOU XAAKOU, TO GUUNUKVWUA
puBpIoTIKOU diaAlpaTog Kai To diaAupa epyaciag TRIZMA®, To cupnUkvmpa Kal To didAupa epyaaciag
unoKaTaoTaTou vepou Bplong Scott.

®UAAGOOETE TO HOVIHOMNOINTIKO YAOUTAPAADEUBNG-AKETOVNG HE TO KANAKI EPUNTIKA KAEIOTO O€ Yuyeio
(2-8 °C). =1aBepod pe TNV npolindBeon 6T To pH Kupaiveral and 7,2 £wg 8,0.

AN\oiwaon
AnoppiyTe T0 diaAupa aipatouAivng, Gill ap. 3, eav To didAupa yivel kapé (o&gidwaon and Tov aépa)
n poB (anwAeia o&UTNTAC).

Mapaokeun

To diaAupa vITpIkoU XaAkoU napackeualeral diaAlovTag To NePIEXOHEVO 1 @IaAIdiou VITPIKOU XaAKOU
oe 250 mL anioviopévou vepou.

To diaAupa epyaciag TRIZMA® (pH 7,6 + 0,3) napaokeualeral apaimdvovTag 1 OykKo CUUMUKVAOPATOC
puBuioTikoU diaAlpatog TRIZMA® e 9 dykoug aniovioPEVOU VEPOU.

To poviponoinTiko didAupa yAouTapaAdelidng-akeTovng napackeualeral npooBéTovtag 25 mL
akeTOVNG KaBapoTnTag avridpaatnpiou o 75 mL diaAUpaTog yAoutapardelidng.

To d1aAupa epyaaiag unokaraoTaTou vepou Bplong Scott napaokeudleral apaimvovTtag 1 dyko
OUHMUKVMPATOG UNoKaTaoTaTou vepou Bpuang Scott pe 9 dykoug anioviopevou vepou.

AindnoTe To didAupa aipatoguAivng, Gill ap. 3, npiv and Tn xpnon.

MpopuAdgeig

Auta Ta Bonenpara IVD npoopifovTal yia in vitro diayvwaTikr Xprion o€ nepIBAAAOV KAIVIKOU
gpyaoTnpiou. AuTa Ta Bondnuata IVD npoopiovTal yia enayyeANaTikn Xpnon povo ano
£EeIDIKEUPEVO NPoowNIKO. Ta BondnuaTa IVD Tng Sigma-Aldrich pnopouv va xpnaoigonoioUvTal ano
£pYaOTNPIAKO NPOCWMIKO TO OMoio gival EKNAISEUPEVO va XeIpileTal avBpwniva deiypata nou Pnopei
va gival JOAUCPATIKA, va XPNOIKOMNOIEl HIKPOOKOMIa Kal GAAOV £pyacTnpiakd eE0NAIOHO Kal dIabETel
avTiAnwn TV XpWHATWV Kal onTIKrA 0§UTNTA yia va dIaKpivel Ta XpWHaTa Kal GAAa avTIKeipeva KaTw
ano To WIKPOOoKOMIO.

Mpénel va akoAouBouvTal ol GUVRBEIG NPOPUAAEEIG KaTA TOV XEIPIOHO £pYACTNPIAKMV
avTidpaoTnpinv. ANoppiwTe Ta andBANTA THPWVTAG OAOUG TOUG TOMIKOUG, NMOAITEIAKOUG,
nepipepeiakolq f BVIKOUG KavovioHoUG.

Aladikacia

SuAAoyn delypaTwv

Kapla vvwo—rn pseobog dokipaciag dev PNopei va NpooPEPE! NARPN aua[ssBuuwor] oTI Ta deiypara
onpaTog 1) 10ToU dev Ba peTadwoouv AoipwEn. Enopévwg, OAa Ta napdywya aiparog f Ta deiypara
10TOU Ba npénel va BewpouvTal WG dUVNTIKA HOAUCHATIKA.

MnopoUv va xpnaiponoinBouv NapackeudopaTa avappoenong HUEAOU Twv 00TV, NEPIPEPIKOU
aipaTog ) Aeukng oTiBadag. Eite n nnapivn eite To EDTA xpnoigelouv wg IKavonoinTIKO avTinnkTiko.?
Ta pn povigonoinyéva deiyparta pnopolv va gpulayxbouv oe Beppokpacia dwpuariou (18-26 °C),
npOCTATEUREVA anod To PWG, YIa APKETOUG PAVEG XwpiG anwAeia dpacTnpioTnTag.*

Snueiwon
SuvioTdaTal n enegepyaaia QIAY aipaTtog nou napackeualovral anod uyleig doTeg padi pe deiyparta
acBevv yia Tov €AeyX0 TNG ano6d0o0nG Tou CUCTAKATOC.

MapdAo nou n pueholnepo&eidaon Bewpeital yevika deiKTNG yia KUTTAPA HUEAOKUTTAPIKNAG
KATaywyng, €ival ENITAKTIKI avaykn va avayvwpioTei 0TI Kal Ta JOVOKUTTApoeIdr) KUTTapa Pnopei va
ep@avifouv aoBevr) dpacTnpidTATA UNEPOEEIBATNG.

Aiadikaaoia
1. AigAUoTe To nepiexopevo 1 iahidiou diapivoBevidivng oe 50 mL diaAupartog epyaciag
TRIZMA®,

2. EToIpGoTE pia ogipa and doxeia Xpwong nou nepIEXouv Ta akdoAouda:
e MoviponoinTiko diaAupa yAouTapaAdelidng-akeTovng
AiaAupa diapivoBevydivng mou NapackeudoTnke oTo Bripa 1
AlGAupa VITpIKOU XaAkoU
AidAupa aipato&uAivng, Gill ap. 3.
AidAupa gpyaociag unokatacTaTtou vepoU Bpuong Scott
Tpononoinuévo diaAupa EA Gill
AUo TpuBAia pe 95% aiBavoAn
AuUo TpuBAia pe andAuTn ailBavoin
e Tpia TpuBAia pe EuAévio. BAéne SHMEIQSH petd To Bripa 18
3. ApEOWG Npiv anod Tn HOVIHOMOINGN TWV AVTIKEIHEVOPOPwY, npoaBéaTe 0,5 mL unepo&eidiou
TOU UdpoyodvoU 1% oTo didAupa diapivoBevlidivng Nou NApackeUAOTNKE oTo BApa 1
AvapeiETe KaAa.
4. MOVIUOMOINGTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG aTOUG 4-8 °C OE HOVIHONOINTIKO SIaAupa
yAouTapaAdelidng-akeTovng yia 1 AenTo.
. ZenAUveTe yia Aiyo (30 deuTepPOAENTA) OE AMIOVIOUEVO VEPO.
6. EnwaocTe yia 45 deutepOAenTa oTo diaAupa diapivoBevydivne/unepoteidiou nou
napackeudoTnKe oTo Bripa 3.
ZenAUveTe yia Aiyo (30 deUTEPOAENTA) OE AMIOVIOUEVO VEPO.
EpBanTioTe og diaAupa viTpikoU XaAkoU yia 2 AenTa pe fnia avadeuorn.
9. ZenAUvere yia Aiyo (30 deuTepOAENTA) OE AMIOVIOUEVO VEPO.
10. EpRantioTe og diaAupa aipato&uAivng, Gill ap. 3 yia 8 deutepolenta (4 Bubioeig).
11. ZenAUveTe Og anIOVIOUEVO VEPO, AANGTOVTAG TO vePO 2 POPEG, yia 5 SeuTepOAENTA e avAdeUON.
12. EpRantioTe o€ diGAUpA €pyaciag unokaTaoTaTou vepou Bpuong Scott yia 12 deutepoAenTa
(6 BuBioeig).
13. ZenAUveTe Og aniovIOPEVO VEPO, AAAAZOVTAG TO VEPO 2 POPEG, yia 5 deuTEPOAENTA.
14. EpBanTioTe o€ Tpononoinuévo diaAupa EA Gill yia 1 AenTo.
15. ZenAUvete og 95% aiBavoin, aAAaovTag Tnv aiBavoAn 2 Qopeg, yia 3 SEUTEPOAENTA KABE Popd.
16. ZenAUvere oe anoAuTn aiBavoAn, aAAaZovTtag Tnv aiBavoin 2 Qopeg, yia 3 deuTepOAENTa KABE Popa.
17. ZenAUvete og EUAEVIO, aAAGTovTag To EUAEVIO 3 POPEG, Yia 3 deuTEPOAENTA KABE Popd.
18. TonoBeTAOTE O POVIKA PEGA KAAUWNG Kal EEETACTE WIKPOOKoNiKaA. To xpapa Ba eEacBeviosl eav
dev KAAUPBOUV 01 QVTIKEIHEVOPOPOI.

Znpeinon
H diadikacia pnopei va oUVTOUEUTEl KaTapywvTag Ta Brpara 14-17. H unepo&eidaon Twv NWoIvopiAwv

0a eUPavIOTEl E OKOUPO KOKKIVO-KAPE XPWHA avTi yia KOKKIVO-NopTokaAi. Eav xpnoiponoinBei
Tpononoinuévo diaAupa EA Gill, npénel va cupnepIAn®Bei n €knAucn pe aAkoodn Kal EUAEVIO.

XapakTnpioTikG anodoong

Ta 0U5£TEOO(DI)\CI Kal ol npodpopoi TOUG gU@avifouv ykpIZopaupn evOOKUTTAPIKA KOKKIU)GI’] Ta
uovoxurrapu XpwpaTiovtal AlyoTepo €vrova. Ta nwoivoPIAa XpwHaTifovTal HE KOKKIVO-NMOPTOKAAI,
£v® Ta Baced®IAa pe PnAe. Ta AepokuTTapa dev eppavifouv dpacTnpidTTa UNEPOEEIBATNG.

Ta @IAY aipaTog Nou NapackeuaoTNKav and uyleig OTEG XpwHATIOTNKAV Yia HUEAOUNEPOEEIBATN
oUP@wva pe autryv Tn diadikacia kal pe pia péBodo Bevyidivng.! Ta oudeTEPOPIAG EUPAVIOAV KAPE-
paupn Kokkidwon pe autiv Tn diadikacia kai unAe Kokkidwaon pe Tn diadikacia Tng Bevqidivng. Kai
OTIG BUO NEPINTWOEIG, TA HOVOKUTTAPA XPWHATIOTNKAV AlyOTEPO £vTOVa Kal Ta AeUPOoKUTTApa dev
£deIEav dpaoTnpIOTNTA HUEAOUNEPOEEIBATNG.

Edv Ta napatnpoUpeva anoTeAéopaTa diapEPOUV and Ta AVAPEVOUEVA, EMIKOIVWVNOTE HE TNV TEXVIKN
unnpeoia Tng Sigma-Aldrich yia BonBeia.
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XapakTnpioTika andodoong ThG avaAuong

Ta anoTeAéoparta anddoong TG avaAuong yia TIG SedOUEVEG BOKIPATIEG MOU NPAYHATonoInBnkav og OAeG
TIG OTOXEUOHEVEG DOPEG, eNIBEBaliwvVOUV TNV guaioBnaia, TNV €18IKOTNTA KAl TNV €ENAVAANYINOTNTA OE
nooooT6 100%.

Ap. NMepiypaen ZT0X0G EidikotnTa EuaioBnoia Eidikotnta Euvaiodnoia
Kara- npoiovTog EVTOG TNG EVTOGTNG METASU TWV HETAEU TOV
Adyou avaAuong avaduong avaAlucewv avaAUuoceEwv

Snueia
3911 AlapivoBev{idivn dpaoTnpi- 30ta3 30703 3o01a3 3oma3
oTnTag
Snueia
3912 NITPIKOG XAAKOG dpacTnpl- 301a3 301a3 3 01a 3 3 01a 3
otnTag
SupnUKvVOPa pubpi- .
3913 aTIKoU dIaAUupaTog OOEIJ.U).I‘.I'(;KO 30ra3 30ra3 30r1a3 3ota 3
TRIZMA® n
pH 30ra3 30ra3 3orma3 3orma3
. Znueia
AidAupa
3802 dpaoTnpi- 30ra3 3 0ra3 3ora3 3o0Ta3
yAouTtapaAdelidng oTTaC
GHS3 AIOC:SO(;”JSLO?N_ Muprveg 3ota3 3ota3 3o01a3 3o01a3
, .
Tpononoinpévo KuTTapo-
3915 SiaAupa EA Gill nAaoya 30703 30103 30Ta3 3ota3
SupnUKvoPa uno- .
S5134 KaTaoTaTou vepou Oo;;u):ém 30ra3 30ra3 30ra 3 3 ora 3
Bplong Scott n
pH 3o0ma3 3o0ma3 30103 30103

MNMpos&1donoinoeIg Kal Kivduvol

AvaTpeETE 0TO AEATIO dedOpEVWV AOPAAEiag Kal oTnV ENICHPAVAN NPOIOVTOG YIa OMNOIETONMNOTE
EVNHEPWHEVEG MANPOPOPIEG KIVOUVWY 1) aOPAAEITG.

391A:

SHPOD

H225 Yypo kal atpoi oAU el@AekTa.
H272 Mnopei va avalwnup®oel TRV nupkayid: ogeidwriko.
H290 Mnopei va diaBpwoel HETAAAa.

H302 + H312 + H332 EniBAaBeg og nepinTwon KATanoong, O ENA®n HeE TO dEPUA ) O MEPINTWON
£I0MVONG.

H315 MpokaAei £peBiopo TOU dEPUATOG.

H317 Mnopei va npokaAéoel aAAepyIkn deppaTikn avridpaaon.

H318 MpokaAei coBapr opBaApikn BAAGBN.

H334 Mnopei va npokaléoel alAepyia rj oupnT@pata aobparog i dUonvola o€ NEPINTWAN EIGNVORG.
H335 Mnopei va npokaAéoel epeBIoPO TNG AvanveuaTiKrG 080U.

H341 'YnonTo yia npOKANGN YEVETIK®V EAQTTOHATWY.

H350 Mnopei va npokaAéoel kapkivo.

H360 Mnopei va BAawel Tn yoviuotnTa. Mnopei va BAawel To EuBpuo.

H370 MNpokaAei BAGBeG oTa dpyava.

H373 Mnopei va npokahéoel BAAREG oTa Opyava UCTEPa and NapaTeTapevn r enaveiNnuuevn ekBean,
O€ NEPINTWON KATanoong.

H410 MoAU TOEIKO yia Toug udpoRIoug 0pyaviopous, HE HaKPOXPOVIEG ENINTOTEIG.
P201 EodiaoTeiTe PE TIG €I5IKEG 0BNYieG NpIv anod T Xpnon.

P210 Makpia ano BepuotnTa, BeppEG ENIPAVEIEG, ONIVONPEG, YUUVEG PAOYEG Kal AAAEG NNYEG
avaeAeEnG. Mnv kanvileTe.

P220 Na @uAdcoeTal pakpid anod evdupara kai GAAa kaloipa uAika.
P260 Mnv avanvéere okovn/avabupiaceig/agpia/oTayovidia/aTholc/ekvepmpuaTa.
P273 Na anogelyeTal n eAeuBEpwan oTo NePIBAAAoV.

P280 Na qpopdate NPoOTATEUTIKA YAVTIA/NPOCTATEUTIKG evdUNATA/ECA ATOMIKAG NpoaTaaciag yia Ta
paTia/npdéowno.

P304 + P340 + P312 ZE NEPINTQZH EISMNNOHZ: MeTagépeTe Tov nabovTa oTov Kabapo aépa
Kal aQroTe TOV va §EKoUpacTei e oTaon nou dieukoAUvel TV avanvor). KaAéoTe To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN/yiaTpd, av aioBavBeite adiabeaia.

P305 + P351 + P338 + P310 ZE MNEPINTQSH ENA®HS ME TA MATIA: Z€nAUVETE NPOCEKTIKA HE
VEPO YIa APKETA AENTA. AV UNAPXOUV PaKoi ENAPnG, apalpéaTe TOUG, av €ival EUKOAO. SUVEXIOTE va
EenAévere. KaléaTe apéows To KENTPO AHAHTHPIAZEQN/y1aTpo.

P308 + P311 SE MEPINTQEH €kBeong ) mbavng ékBeong: Kaiéote To KENTPO AHAHTHPIAZEQN/
yiarTpo.

P370 + P378 & nepinTwon nupkayiag: XpnaiponoinaTe §npr appo, ENpo XNHIKO f aveekTIKO 0To
aAKOOA a@poO yia va KaTaoBnoeTe.
Eav, kata Tn didpKeia TG XpARong autol Tou Bondnparog N wG anoTéAsopa TnG
XPRAONG Tou, £X€I CUMBEI Kanolo coBapod NEPIOTATIKO, NAPAKAAEIOTE va TO avapPEPeTE
OTOV KATAOKEUAOTH 1)/ Kal oToVv E0UCI030TNHEVO AVTINPOCWNO TOU KAl 0TV £OVIKR
apxn TG x®pag oag,.

OpioHOi CUNBOA®V
SUpBoAa dnwg opigovral oto EN ISO 15223-1:2021

u KaTtaokeuaoTtng
SupBoUAeUTEITE TIG 08NYIEG XPHONG

ApIBuOG kaTahoyou

Ap1BpoG naptidag

EE0UGI080TNHEVOG AVTINPOTWNOG
atnv Eupwnaikn Koivotnra/ c

Eupwnaikn 'Evwaon

ARAWON CUPHOPPWONG Eupwnaikig
‘Evwaong (6nwg opileTal otnv odnyia
IVDR 2017/746)

In vitro diayvwaTikd

Hpepopnvia Angng 1aTPOTEXVOAOYIKO MPOidV
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Hpepopnvia napaywyng Eioaywyéag

YnodeIKVUEl TOV €E0UCIOSOTNHEVO
E avTinpéowno otnv EABeTia

BiBAIOypAPIKEG AVAPOPEG

1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using
peroxidases as protein tracers. J Exp Med 124:1123, 1966

2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase
in the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique. ]
Histochm Cytochem 14:291, 1966

3. Hanker JS, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive
phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978

4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of
acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979

5. Hanker JS, Chandross RJ, Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of
common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980

6. Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and
Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons. P.J.
Stoward and JM Polak, Editors, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991

7. Gill GW, Frost JK, Miller KA: A new formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither
overstains nor requires differentiation. Acta Cytol 18:300, 1974

8. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and
Pathology, Vol 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Editors, Lea and Febiger,
Philadelphia, 1981, pp 149-242

NMAnpo@opisg enikoivwviag
Ia va KAveTe pia napayyeAia, napakaAoUPE ENICKEPOEITE ToV 10TOTONO Wag oTn dieuBuvon

SigmaAldrich.com. Ta TeXVIKRA €EUNNPETNON, NAPAKaAAOUUE EMIOKEPOEITE T GEAIDA TEXVIKAG
gEUNNPETNONG aToV 10TOTONO Wag atn dieuBuvon SigmaAldrich.com/techservice.

IoTOpPIKO AVABEWPOoE®V

Avab. 3.0 2014
Avab. 4.0 2016
Avab. 5.0 2023

'EYIVE HETAQOPA O VEO UMOBEIYHA HE TNV TPEXOUOA ENWVUMia. MpoadiopioTnke yia
EMAYYEAUATIKR XPrON 0TV NPoopPIJOPEVN XPpron Kail TIG NPoQUAAgeIG. H npoopifopevn
XPron avabewpnBnke yia euBUyPAPKION HE TIG KATEUBUVTAPIESG YPaUpEG IVDR.

To AeATio dedopevwy acpaleiag UAIKOU evnuep®BNKe oe AeATIO deDOPEVWY aOPAAEiaq.
Evnuep®OnKav ol NANPoYopieg enikoivwviag. Apaipébnke n odnyia va akoAouBeital To
CLSI yia Tn guhhoyn deiypatwyv. Apaipébnke To EN 980 kai aAAa&e oe

EN ISO 15223-1:2021 yia Ta oUpBoAa. MpooTebnkav NANPoPopieg eNikovwviag yia
avenBuunTa oupBavra. MpooBrkn npoeidonoINoewy Kal KIvduvwy. MpooTeédnkav
nAnpogopieg eE0UCIOdOTNHEVOU avTinpoa®nou yia Tnv EABetia (CH-REP).

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 % 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765
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Laurenzenvorstadt 61
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OUVOEdEPEVWV PE QUTAV ETAIPEIOV. 'OAa Ta GAAG EUMOPIKA ONPATA AMOTEAOUV ISI0KTNCIA TWV AVTIOTOIXWV KATOXWV.
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Sigma-Aldrich.

Hasznalati utasitas

Leukocita-peroxidaz
(mieloperoxidaz) készlet

391. sz. eljaras

Ce MRRCK

Rendeltetésszerii hasznalat

A Sigma-Aldrich peroxidaz (mieloperoxidaz) készlet a leukocita-peroxidaz kimutatasara
szolgalé altalanos laboratériumi hisztokémiai festék. A peroxidaz (mieloperoxidaz) készlet
kizarélag professzionalis ,in vitro diagnosztikai felhasznélasra” szolgél. Ez a manualis,
kvalitativ eljaras az emberi vér- és csontvel6kenetekben talalhaté polimorfonukleocitakat
azonositja. A polimorfonukleocitdk szovettani megjelenitése és azonositdsa egy egyedulalld,
az orvostudomanyban jelenleg altaldnosan hasznalt technika.

A diaminobenzidin (DAB) - mint a peroxidaz (mieloperoxidaz) citokémiai tesztekben a benzidint
helyettesité anyag - gyengébb festéerével rendelkezik, mint a benzidin.? Emiatt a DAB

sokkal kevésbé vonzd megoldas a hisztokémikusok szamara. Hanker és munkatérsai azonban
tovabbfejlesztették a DAB-mddszert, igy az alkalmasabba valt a granulocitdk, prekurzoraik és a
monocitak limfoid eredetl sejtektdl torténé megkllonboztetésére.>¢ Modositdsaik alapjan a barna
reakcioterméket elGszor rézsokkal teszik intenzivebbé, majd Gill-féle mddositott Papanicolaou-
festést alkalmaznak, ami intenziv sziirke-fekete szemcsézettséget eredményez a neutrofil és
monocita mieloperoxidaz aktivitasi helyein.”

A Sigma-Aldrich eljarasa hasonlit a Hanker altal kifejlesztett eljdrashoz, és a kévetkez reakciokat
foglalja magéaban:

DAB + H,0, MP > Oxidalt DAB (vilagosbarna pigment)

Oxidalt DAB + Cu(NO,), —P Sziirke-fekete pigment

Gill-féle modositott Papanicolaou festéssel kezelve a reakcidtermék szine még intenzivebbé valik,
és jellemz6 szint kélcséndz a neutrofil, eozinofil és bazofil sejteknek. Meg kell jegyezni, hogy a
DAB rakkelté hatdsara utalé bizonyitékok nem egyértelmiiek, és a helyes laboratériumi gyakorlat
alkalmazasaval ki kell zarni minden lehetséges veszélyt.8

Reagensek

Diaminobenzidin (kat. sz.: 3911-1VL)

Diaminobenzidin-tetrahidroklorid, 25 mg/fiola (10 fiola). Veszély. Feltehetéen genetikai karosodast
okoz. Rakot okozhat. Hasznalat el6tt ismerje meg az anyagra vonatkozo kilonleges utasitdsokat.
Sziikség szerint hasznaljon egyéni védéfelszerelést. Expozicié vagy annak gyanuja esetén: Orvosi
ellatast kell kérni.

Réz-nitrat (kat. sz.: 3912-1VL)
Réz-nitrat, 625 mg/fiola (2 fiola). Veszély. Fokozhatja a tliz intenzitasat; oxidalé hatasu. Lenyelve
artalmas. Borirritald hatdsu. Sulyos szemkarosodast okoz. Nagyon mérgezé a vizi élévilagra.

TRIZMA® pufferkoncentratum (kat. sz.: 3913-50ML)
TRIZMA®-HCI puffer, 1,0 mol/l. Figyelmeztetés. Bérirritald hatasu. Sulyos szemirritaciot okoz.

Glutaraldehid oldat (kat. sz.: 3802-75ML)
Glutaraldehid, 4%; és boratpuffer, 67 mmol/l, pH-érték: 7,6. (2 x 75 ml)

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

Gill-féle médositott EA oldat (kat. sz.: 3915-100ML)

Fast Green FCF (tanusitott), C.I. 42053, 0,017% (w/v); eozin Y (tanusitott), C.I. 45380, 0,4%
(w/v); alkohol, 73% (v/v); abszolit metil-alkohol, 25% (v/v); jégecet, 2% (v/v) és foszfor-
wolframsav, 0,4% (w/v).

Scott-féle csapviz-helyettesitd koncentratum (kat. sz.: S5134-100ML)
Magnézium-szulfatot tartalmaz ¢ 7H20, 200 g/I, natrium-hidrogén-karbonat, 20 g/ és tartésitészer

Szlikséges, de nem biztositott specialis anyagok

¢ Abszollt etanol

e FEtanol, 95%

« Hidrogén-peroxid, 1%

e Aceton, ACS-reagensmindség

e Xilol vagy xilolt helyettesit6 anyag

Térolds és stabilitas

A diaminobenzidin és glutaraldehid oldatot hiitészekrényben (2-8 °C) kell tarolni. A lejarati id6 a
reagenscimkéken szerepel. A készlet egyéb reagenseit szobah6mérsékleten (18-26 °C) kell tarolni.

A hematoxilinoldatot védeni kell a fénytél. A réz-nitrat és a Gill-féle médositott EA oldat esetén a
reagenscimkéken talalhaté a lejarati id6.

A réz-nitrat oldatot és Scott-féle csapviz-helyettesité munkaoldatot szobahémérsékleten
(18-26 °C) kell tarolni. A TRIZMA® munkaoldatot hiitészekrényben (2-8 °C) kell tarolni.

Ha zavarossag alakul ki benntik, dobja ki a réz-nitrat oldatot, a TRIZMA® pufferkoncentratumot
és munkaoldatot, a Scott-féle csapviz-helyettesité koncentradtumot és munkaoldatot.

A glutaraldehid-aceton fixalé szorosan lezérva, hiitészekrényben (2-8 °C) tarolandé. Stabil abban
az esetben, ha a pH-érték 7,2 és 8,0 kozott van.

Bomlas

Ha az oldat barnara (levegén torténd oxidacid) vagy lildra (savassag elvesztése) valtozik, dobja ki a
Gill ITI-as hematoxilinoldatot.

El6készités
A réz-nitrat oldat 1 fiola tartalmanak 250 ml ioncserélt vizben t6rténé feloldasaval készithet6 el.

A TRIZMA® munkaoldat (pH: 7,6 + 0,3) elkészitéséhez higitson 1 térfogatrész TRIZMA®
pufferkoncentratumot 9 térfogatrész ioncserélt vizzel.

Készitse el a glutaraldehid-aceton fixal6t 25 ml reagensmingségl aceton 75 ml glutaraldehid
oldathoz valé hozzdadéasaval.

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

Hasznalat el6tt szlirje le a Gill I1I-as hematoxilinoldatot.

Ovintézkedések

Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkdzoket klinikai laboratériumi kdrnyezetben torténd in
vitro diagnosztikai felhasznalasra szantak. Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkézoket csak
képzett szakemberek hasznélhatjak. A Sigma-Aldrich in vitro diagnosztikai eszk6zoket olyan
laboratériumi személyzet Gizemeltetheti, akik képzettek az esetlegesen fert6z6 emberi mintak
kezelésére, mikroszképok és egyéb laboratoriumi berendezések hasznélataban, valamint kellg
szinérzékeléssel és latasélességgel rendelkeznek a szinek és egyéb targyak mikroszkdp alatt
torténé megkiilonboztetésére.

A laboratériumi reagensek kezelése soran a szokdasos 6vintézkedéseket kell kévetni. A hulladékot a
helyi, allami, tartomanyi vagy nemzeti elGirasoknak megfeleléen kell artalmatlanitani.

Eljaras
Mintavétel
Egyetlen ismert vizsgalati mddszer sem nyujt teljes bizonyossagot arra nézve, hogy a vérmintak

vagy szévetek nem tovabbitanak fert6zést. Ezért minden vérkészitményt vagy szévetmintat
potencidlisan fert6zének kell tekinteni.

CsontvelG-aspirdtum, periférids vér vagy hatéarrétegbdl (buffy coat) kinyert prepardtumok
hasznalhatok. A heparin vagy az EDTA megfelelé antikoagulansként szolgél.? A nem fixalt mintdk
tébb hdnapig tarolhatok aktivitdsvesztés nélkil szobahémérsékleten (18-26 °C), fénytdl védve.*

Megjegyzés
A rendszer teljesitményének ellendrzése céljabdl ajanlatos egészséges donoroktdl szarmazo
vérkeneteket is feldolgozni a betegmintékkal egyiitt.

Bar a mieloperoxidazt altalaban a mielocitikus sejtvonal markerének tekintik, fontos figyelembe
venni, hogy a monocitoid sejtek is mutathatnak gyenge peroxidazaktivitast.

Eljaras
1. Oldja fel 1 db diaminobenzidin fiola tartalmat 50 ml TRIZMA® munkaoldatban.
2. Allitson fel egy sor festéedényt, amelyek a kévetkezéket tartalmazzak:
¢ Glutéraldehid-aceton fixalo
e Az 1. |épésben elkészitett diaminobenzidin oldat
e Réz-nitrat oldat
e Hematoxilinoldat, Gill III
e Scott-féle csapviz-helyettesité munkaoldat
¢ Gill-féle médositott EA oldat
o Két edény 95%-os etanollal
e Két edény abszolut etanollal
o Harom edény xilollal. Lasd a 18. Iépést kévetd MEGIEGYZEST
3. Kozvetlenil a lemezek fixalasa el6tt adjon 0,5 ml 1%-os hidrogén-peroxidot az 1. Iépésben
elkészitett diaminobenzidin oldathoz. J4I keverje éssze.
4. Fixalja a targylemezeket 4-8 °C-on glutaraldehid-aceton fixaldban 1 percig.
5. Rovid ideig (30 masodpercig) 6blitsen ioncserélt vizzel.
6. Inkubalja a lemezeket 45 masodpercig a 3. |épésben eldkészitett diaminobenzidin-peroxid
oldatban.
7. Rovid ideig (30 masodpercig) oblitsen ioncserélt vizzel.
8. Meritse a lemezeket réz-nitrat oldatba 2 percig, dvatos keveréssel.
9. Rovid ideig (30 masodpercig) &blitsen ioncserélt vizzel.
10. Meritse 6ket Gill III-as hematoxilinoldatba 8 masodpercig (4 merités).
11. Oblitse a lemezeket 2 kiildn adag ioncserélt vizzel 5 masodpercig, keverés mellett.
12. Meritse 6ket 12 masodpercre (6 merités) Scott-féle csapviz-helyettesité munkaoldatba.
13. Oblitse a lemezeket 2 kiilén adag ioncserélt vizzel 5 mésodpercig.
14. Meritse Gket a Gill-féle médositott EA oldatba 1 percre.
15, Oblitsen 2 kiilén adag 95%-o0s etanollal egyenként 3 masodpercig.
16. Oblitsen 2 kiilén adag abszoldt etanollal 3-3 masodpercig.
17. Oblitsen 3 kiilén adag xilollal 3-3 masodpercig.
18. Fedje be a lemezeket az allandé fedékézeggel, és végezzen mikroszkdpos vizsgélatot.
Ha a targylemezek nincsenek lefedve, a szintk elhalvanyul.

Megjegyzés
Az eljaras lerdvidithetd a 14-17. Iépések kihagyasaval. Az eozinofil peroxidaz sététvérds-barna

szinben jelenik meg vorés-narancs helyett. A Gill-féle médositott EA oldat hasznalata esetén az
alkoholos és xilolos 6blitést is el kell végezni.

Teljesitményjellemzdk

A neutrofil sejtek és prekurzoraik sziirke-fekete intracellularis szemcsézettséget mutatnak.
A monocitak kevésbé intenziven festédnek. Az eozinofil sejtek vords-narancs szinlek,
mig a bazofil sejtek kék szinlien festédnek. A limfocitak nem mutatnak peroxidazaktivitast.

A normal donoroktél szérmazo vérkeneteket ennek az eljardsnak megfeleléen és egy benzidint
alkalmazd mddszerrel festették meg a mieloperoxidaz kimutataséara.! A neutrofil sejtek barna-fekete
szemcsézettséget mutattak ezzel az eljarassal és kék szemcsézettséget a benzidines eljarassal.
Mindkét esetben a monocitdk kevésbé intenziven festédtek, a limfocitak pedig nem mutattak
mieloperoxidaz-aktivitast.

Ha a megfigyelt eredmények eltérnek a vart eredményektél, kérjiik, forduljon a Sigma-Aldrich
miszaki szolgalatahoz segitségért.
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Analitikai teljesitményjellemzok

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

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

wl v

Katalogusszam

Kat. Termékleiras cél Teszten Teszten Tesztek Tesztek
sz. bell beliili érzé-  kozétti  kozotti ér- [:]j] Léasd a hasznéalati utasitast Gyartasi tétel kédja
kenység specificitds zékenység
o L Aktivitas Meghatalmazott képviseld Az Eurdpai Unié megfelel8ségi
3911 Diaminobenzidin helye 3/3 3/3 3/3 3/3 ec | rer | az Eurdpai K6z6sségben/ C E nyilatkozata (az IVDR 2017/746
ivita Eurdpai Unidban meghatérozasa szerint
3912 Réz-nitrét A'ﬁf;‘l’\'{gas 3/3 3/3 3/3 3/3 P 9 )
PSP In vitro diagnosztikai orvostechnikai
TRIZMA® Ozmola- g Lejarati datum .
3913 pufferkoncentratum litds 3/3 3/3 3/3 3/3 eszkoz
pH 3/3 3/3 3/3 3/3 [STERILE| H&mérsékleti hatarértékek /\  vigyazat!
. . Aktivita f s P
3802 Glutdraldehid oldat {00 3/3 3/3 3/3 3/3 (] Gyartasi datum % Importér
Hematoxilinoldat :
GHS3 " ’ Sejtmagok 3/3 3/3 3/3 3/3
Gill 111 Jtmag / / / / [ cH [REP] A svéjci hivatalos képviseldt jeldli
Gill-féle médositott  Citoplaz-
3915 A oldat ma 3/3 3/3 3/3 3/3
Scott-féle csapviz- o Hivatkozasok
S5134 kgﬁ?ee:ttre;t'ﬁ?n litas 3/3 3/3 3/3 3/3 1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using
i i . JExp Med 124:1123, 1
pH 33 33 33 33 peroxidases as protein tracers. J Exp Med 3, 1966

Figyelmeztetések és veszélyek

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

391A:

OSSO

H225 Fokozottan tlizveszélyes folyadék és goz.

H272 Fokozhatja a tlz intenzitasat; oxidald hatasu.

H290 Fémekre korroziv hatasu lehet.

H302 + H312 + H332 Lenyelve, bérrel érintkezve vagy belélegezve artalmas.
H315 Bérirritald hatasu.

H317 Allergias bdrreakciot valthat ki.

H318 Sllyos szemkarosodast okoz.

H334 Belélegezve allergias és asztmas tlineteket, és nehéz légzést okozhat.
H335 Léguti irritaciot okozhat.

H341 Feltehetéen genetikai kdrosodast okoz.

H350 Rakot okozhat.

H360 Karosithatja a termékenységet. Karosithatja a sziiletendé gyermeket.
H370 Karosithatja a szerveket.

H373 Ismétl6dd vagy hosszabb expozicio esetén lenyelve karosithatja a szerveket.
H410 Nagyon mérgezd a vizi él6vilagra, hosszan tarté karosodast okoz.

P201 Hasznélat el6tt ismerje meg az anyagra vonatkozo kiilénleges utasitasokat.

P210 HGt6l, forrd feluletektl, szikratdl, nyilt langtdl és mas gyujtodforrastdl tavol tartando.
Tilos a dohanyzas.

P220 Ruh&tdl és mas éghetd anyagoktdl tavol tartandd.

P260 A por/fiist/gaz/ksd/g6zok/permet belélegzése tilos.

P273 Kerdlni kell az anyagnak a kdérnyezetbe valé kijutasat.

P280 VédGkeszty(i/védéruha/szemvédé/arcvédd hasznalata kotelez6.

P304 + P340 + P312 BELELEGZES ESETEN: Az érintett személyt friss levegére kell vinni, és olyan
nyugalmi ’testhelyzetbe kell helyezni, hogy kénnyen tudjon Iélegezni. Rosszullét esetén forduljon
TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.

P305 + P351 + P338 + P310 SZEMBE KERULES ESETEN: Tobb percig tarté dvatos oblités vizzel.
Adott esetben a kontaktlencsék eltavolitasa, ha kénnyen megoldhatd. Az 6blités folytatasa.
Azonnal forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.

P308 + P311 Expozicié vagy annak gyanuja esetén: Forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/
orvoshoz.

P370 + P378 Tliz esetén: Oltasra szdraz homok, széraz vegyszer vagy alkoholallé hab hasznalandé.

Ha az eszk6z hasznalata soran vagy annak hasznalata kdvetkeztében siilyos
baleset tortént, kérjiik, jelentse azt a gyarténak és/vagy meghatalmazott
képvisel6jének és a helyi nemzeti hatésagnak.

2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase
in the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique.
J Histochm Cytochem 14:291, 1966

3. Hanker JS, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive
phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978

4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of
acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979

5. Hanker JS, Chandross RJ, Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of

common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980

Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical

and Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons.

P.J. Stoward and JM Polak, Editors, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991

7. Gill GW, Frost JK, Miller KA: A new formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither
overstains nor requires differentiation. Acta Cytol 18:300, 1974

8. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and
Pathology, Vol 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Editors, Lea and Febiger,
Philadelphia, 1981, pp 149-242

Elérhetoségek

Megrendelés leaddsahoz latogasson el weboldalunkra: SigmaAldrich.com. M(iszaki segitségért
latogasson el weboldalunkra: SigmaAldrich.com/techservice.
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Athelyezve az (j sablonba a jelenlegi markajelzéssel. A professzionalis hasznalatra
vonatkozd megallapitas leirdsa a rendeltetésszer(i hasznalat és az dvintézkedések
részekben. A rendeltetésszer(i hasznalatra vonatkozo részek atdolgozasa az IVDR
iranyelveknek valé megfelelés érdekében. Az Anyagbiztonsagi adatlap frissitése
Biztonsagi adatlapra. Az elérhet8ségek frissitése. A mintagy(jtés sordn a CLSI
kovetésére vonatkozo utasitas eltavolitdsa. Az EN 980-as szabvany szerinti jelzések
eltdvolitdsa és az EN ISO 15223-1:2021 szabvany jelzéseire véltoztatasa.

A nemkivanatos eseményekkel kapcsolatos elérhetéségek hozzdadasa.
Figyelmeztetések és veszélyek hozzdaddsa. A CH-REP informacio hozzdadva.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 @ 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau
Switzerland
Az ,M" kezdGbetli és a Sigma-Aldrich a Merck KGaA (Darmstadt, Németorszag) vagy leanyvallalatainak védjegyei.

Minden egyéb védjegy a megfelel tulajdonosok tulajdonat képezi. A védjegyekre vonatkozd részletes informaciok
nyilvdnosan hozzaférhetd forrasokon keresztil érhetdk el.

© 2023 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.

Navod k pouziti

Souprava pro leukocytarni
peroxidazu (myeloperoxidazu)
Postup ¢. 391

Ce MRRCK

Uréené pouziti

Souprava Sigma-Aldrich peroxidaza (myeloperoxidaza) je uréena k pouziti jako obecné laboratorni
histochemické barvivo k priikazu leukocytarni peroxidazy. Souprava peroxidazy (myeloperoxidazy)
je urcena pouze pro profesionalni ,diagnostické pouZiti in vitro®“. Tento manualni, kvalitativni postup
identifikuje polymorfonukleocyty v krvi nebo kostni dieni lidskych vzorkd. Histologicka vizualizace
a identifikace polymorfonukleotid je unikétni technikou, kterd se v sou¢asnosti v mediciné

bézné pouziva.

Diaminobenzidin (DAB), jako nahrada benzidinu pro cytochemii peroxidazy (myeloperoxidazy),

ma nizsi tinktorialni silu nez benzidin.!? Proto je DAB mnohem méné atraktivni pro histochemiky.
Hanker a jeho spolupracovnici v$ak zlepsili metodiku DAB, takze je vhodnéjsi pro odliSeni
granulocytd, jejich prekurzor& a monocytd od bunék lymfatického plvodu.>¢ Podle jejich modifikace
je hnédy reak¢ni produkt nejprve zintenzivnén médénymi solemi a poté nasleduje aplikace Gillem
modifikovaného barviva Papanicolaou, coz ma za nasledek intenzivni SedoCerné granule v mistech
neutrofild a monocytarni myeloperoxidazy.”

Postup spolecnosti Sigma-Aldrich je podobny postupu, ktery vyvinul Hanker a ktery zahrnuje
nasledujici reakce:

DAB + H,0, MP > Oxidovany DAB (svétle hnédy pigment)

Oxidovany DAB + Cu(NO,), ——  Sedoterny pigment

PFi oSetfeni Gillem modifikovanym barvivem Papanicolaou je reakéni produkt dale zesilen a
charakteristicka barva je predana neutrofillim, eozinofilim a bazofildim. Je tfeba poznamenat, ze
dikazy svédéici o karcinogenité DAB jsou nejednoznaéné a Ze spravna laboratorni praxe by méla
vyloucit jakékoli potencidlni nebezpeci.®

Cinidla

Diaminobenzidin (kat. ¢. 3911-1VL)

Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid, 25 mg v lahvicce (10 lahvicek). Nebezpeci. Podezieni na
genetické vady. Mlze zplsobit rakovinu. Pfed pouzitim si prectéte zvlastni navod. Podle potfeby
pouzivejte osobni ochranné prostiedky. PFfi expozici nebo znepokojeni: Vyhledejte Iékafskou pomoc.

Dusi¢nan méd'naty (kat. ¢. 3912-1VL)

Dusiénan médhaty, 625 mg v lahviéce (2 lahvicky). Nebezpedi. Mlze zesilit ohef; oxidaéni ¢inidlo.
Zdravi $kodlivy pFi poziti. Zplsobuje podrazdéni kiize. Zplsobuje vazné poskozeni odi. Velmi
toxicky pro vodni organismy.

Pufraéni koncentrat TRIZMA® (kat. ¢. 3913-50ML)

Pufr TRIZMA®-HCI, 1,0 mol/I. Varovani. Zplsobuje podrazdéni kiize. Zplsobuje vazné

podrazdéni odi.

Roztok glutaraldehydu (kat. ¢. 3802-75ML)

Glutaraldehyd, 4%, a boritanovy pufr, 67 mmol/l, pH 7,6 (2 x 75 ml)

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

Gillem modifikovany roztok EA (kat. ¢. 3915-100ML)

Fast Green FCF (certifikovany), C.I. 42053, 0,017% (m/v), Eosin Y (certifikovany), C.I. 45380,
0,4% (m/v), alkohol, 73% (v/v), absolutni methylalkohol, 25% (v/v), ledova kyselina octova,
2% (v/v) a kyselina fosforecna, 0,4% (m/v).

Scottfiv koncentrat nahrazujici vodu z vodovodu (kat. ¢. S5134-100ML)
Obsahuje siran hofec¢naty e 7H20, 200 g/l, hydrogenuhli¢itan sodny, 20 g/, a konzervaéni pfisada

Potfebné specialni materidly, které nejsou soucasti dodavky

e Absolutni ethanol

e Ethanol, 95%

e Peroxid vodiku, 1%

e Aceton, ACS ¢inidlo

¢ Xylen nebo nahrazka xylenu

Skladovani a stabilita

Uchovavejte diaminobenzidin a roztok glutaraldehydu v chladni¢ce (2-8 °C). Na stitcich cinidel je
uvedeno datum spotfeby. Uchovavejte ostatni ¢inidla soupravy pfi pokojové teploté (18-26 °C).
Chrarite roztok hematoxylinu pred svétlem. Na Stitcich cinidel pro dusi¢nan médnaty a Gillem
modifikovany roztok EA je uvedeno datum spotfeby.

Uchovévejte roztok dusiénanu médnatého a Scottlv pracovni roztok nahrazujici vodu z vodovodu
pfi pokojové teploté (18-26 °C). Uchovavejte pracovni roztok TRIZMA® v chladniéce (2-8 °C).
Pokud se objevi zékal, roztok dusi¢nanu médnatého, pufracni koncentrat a pracovni roztok
TRIZMA®, Scottliv koncentrat nahrazujici vodu z vodovodu a pracovni roztok zlikvidujte.

Uchovavejte fixacni prostfedek glutaraldehyd-aceton pevné zazatkovany v chladnicce (2-8 °C).
Stabilni, pokud je pH v rozmezi 7,2 az 8,0.

Znehodnoceni

Zlikvidujte roztok hematoxylinu podle Gilla ¢. 3, pokud se jeho barva zméni na hnédou
(oxidace vzduchu) nebo fialovou (ztrata kyselosti).

Priprava
Roztok dusi¢nanu médnatého se pfipravuje rozpusténim obsahu 1 lahvi¢ky dusiénanu médnatého
v 250 ml deionizované vody.

Pracovni roztok TRIZMAL® (pH 7,6 + 0,3) se pfipravi zfedénim 1 objemu pufraéniho koncentratu
TRIZMA® 9 objemy deionizované vody.

Fixacni roztok glutaraldehyd-aceton se pfipravi tak, ze pfidate 25 ml acetonu reagencni Cistoty do
75 ml roztoku glutaraldehydu.

Pracovni roztok Scottovy néhrazky vody z vodovodu se pfipravi zfedénim 1 objemu Scottova
koncentratu nahrazujiciho vodu z vodovodu 9 objemy deionizované vody.

Pfed pouzitim roztok hematoxylinu podle Gilla ¢. 3 prefiltrujte.

Bezpecnostni opatfeni

Tyto diagnostické zdravotnické prostiedky in vitro jsou uréeny pro diagnostické pouziti in vitro v
klinickém laboratornim prostfedi. Tyto diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro jsou urceny
pouze pro profesionalni pouziti kvalifikovanym personalem. Diagnostické zdravotnické prostfedky
in vitro Sigma-Aldrich mohou byt pouzivany laboratornimi pracovniky, ktefi jsou vyskoleni

k manipulaci s lidskymi vzorky, které mohou byt infekéni, k pouzivéni mikroskop( a jiného
laboratorniho vybaveni a jejich barevné vidéni a ostrost zraku jsou dostateéné pro rozliseni barev
a rliznych objekt pod mikroskopem.

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

Postup

Odbér vzork{

Z&dna zndméa zkusebni metoda nemiiZe nabidnout naprosté ujisténi, ze vzorky krve nebo tkané
nebudou zdrojem infekce. VSechny krevni derivaty nebo vzorky tkani je proto nutné povazovat za
potencialné infekéni.

Lze pouzit aspirat kostni dfené, periferni krev nebo buffy coat pfipravek. Heparin nebo EDTA slouzi
jako dostatec¢né antikoagulacni ¢inidlo.3 Nefixované vzorky mohou byt skladovany pfi pokojové
teploté (18-26 °C), chranéné pred svétlem, po dobu nékolika mésicli bez ztréty aktivity.*

Poznamka
Doporuéuje se, aby spole¢né se vzorky pacientl byly zpracovany krevni natéry od zdravych dércC s
cilem sledovat funkénost systému.

Ackoli myeloperoxidaza je obecné povazovéna za marker pro buriky myelocytarni linie, je nezbytné
si uvédomit, Ze monocytoidni buriky mohou také vykazovat slabou peroxidédzovou aktivitu.

Postup
1. Obsah 1 lahvi¢ky diaminobenzidinu rozpustte v 50 ml pracovniho roztoku TRIZMA®,
2. Pripravte sérii nadob na barveni obsahujici nasledujici:
e Fixacni roztok glutaraldehyd-aceton
¢ Roztok diaminobenzidinu pfipraveny v kroku 1
e Roztok dusi¢nanu médnatého
e Roztok hematoxylinu podle Gilla ¢. 3.
e Pracovni roztok Scottovy nahrazky vody z vodovodu
« Gillem modifikovany roztok EA
e Dvé misky s 95% ethanolem
o Dvé misky s absolutnim ethanolem
o T misky s xylenem. Viz POZNAMKA nésledujici po kroku 18
3. Bezprostiedné pred fixaci skli¢ek pfidejte 0,5 ml 1% peroxidu vodiku do roztoku diamino-
benzidinu pfipraveného podle kroku 1. Dobfe promichejte.
4. Fixujte skli¢ka pfi teploté 4-8 °C ve fixanim roztoku glutaraldehyd-aceton po dobu 1 minuty.
5. Kratce oplachnéte (30 sekund) v deionizované vodé.
6. Inkubujte 45 sekund v roztoku diaminobenzidinu/peroxidu pfipraveném podle kroku 3.
7. Krétce oplachnéte (30 sekund) v deionizované vodé.
8. Ponofte do roztoku dusi¢nanu médnatého na 2 minuty za mirného protrepavani.
9. Kratce oplachnéte (30 sekund) v deionizované vodé.
10. Ponofte do roztoku hematoxylinu podle Gilla ¢. 3 na 8 sekund (4x namocte).
11. Oplachnéte ve 2 vyménach deionizované vody po dobu 5 sekund za souc¢asného promichavani.
12. Ponofte na 12 sekund (6x namocte) do pracovniho roztoku Scottovy nahrazky vody
z vodovodu.
13. Oplachnéte ve 2 vyménach deionizované vody po dobu 5 sekund.
14. Ponoite na 1 minutu do Gillem modifikovaného roztoku EA.
15. Oplachnéte ve 2 vyménach 95% ethanolu, vzdy po 3 sekundach.
16. Oplachnéte ve 2 vyménach absolutniho ethanolu, vzdy po 3 sekundach.
17. Oplachnéte ve 3 vyménach xylenu, vzdy po 3 sekundach.
18. Zamontujte do permanentniho montazniho média a mikroskopicky zkontrolujte. Pokud nejsou
sklitcka zamontovana, barva vybledne.
Poznamka
Postup lze zkratit odstranénim krok{ 14-17. Peroxidaza eozinofildl bude mit misto ¢erveno-oranzové
tmavé cerveno-hnédou barvu. Pokud je pouzit Gillem modifikovany roztok EA, musi byt zahrnuto
oplachnuti alkoholem a xylenem.

Pracovni charakteristiky

Neutrofily a jejich prekurzory vykazuji Sedocernou intracelularni granulaci. Monocyty se obarvuji
méné intenzivné. Eozinofily se obarvuji ¢erveno-oranzové, zatimco bazofily se zbarvuji modfe.
Lymfocyty nevykazuji peroxidazovou aktivitu.

Krevni natéry od normalnich darcl byly obarveny na myeloperoxidazu timto postupem a
benzidinovou metodou.! Neutrofily prokazaly hnédocernou granulaci u tohoto postupu a modrou
granulaci u benzidinového postupu. V obou pfipadech byly monocyty barveny méné intenzivné a
lymfocyty nevykazovaly aktivitu myeloperoxidazy.

Pokud se pozorované vysledky lisi od o¢ekévanych vysledk, obratte se na technicky servis

spole¢nosti Sigma-Aldrich.
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Analytické pracovni charakteristiky Definice symbol{i

Analytické vysledky danych testl provedenych na vsech cilovych strukturdch potvrzuji 100% citlivost, Symboly definované v normé EN ISO 15223-1:2021
specificnost a opakovatelnost.
N Vyrobce

Katalogové cislo

Kat. &. Popis Cil Specifiénglst Citlivost Specif"post Citlivost
produktu v ramci v ramci mezi mezi []j] Pretéte si Navod k pouZiti Kod garze
testu testu testy testy
i . - . Prohlaseni o shodé s predpis
3911 Diaminobenzidin all\gtlisvtiat 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3 I ~ IREpl Autorizovany zastupce v Evropském C E Evropské unie (podle%efir?icg
Y spolecenstvi / Evropské unii
N S Mista v IVDR 2017/746)
3912 Dusi¢nan médnaty aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
— - . Diagnosticky zdravotnicky
Dati tieb Y P
3913 Pufracni koncentrat Osmolalita 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3 g atum spotreby prostiedek in vitro
TRIZMA®
pH 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3 ,ﬂ’ Teplotni limit Upozornéni
Roztok Mista .
3802 glutaraldehydu aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3 dl Datum vyroby Dovozce
GHS3 Roztok hematoxylinu

e Jadra 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3 Oznaduje autorizovaného
dle Gilla ¢. 3 . £
podle &ifla € CH |REP zastupce ve Svycarsku

3915 Gillem modifikovany

roztok EA Cytoplazma 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Scottliv koncentrat ) Reference
. nahr\?gg(])lsg(\jzzdu ¢ Osmolalis Jze3 ze3 3ze3 3ze3 1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using

peroxidases as protein tracers. J Exp Med 124:1123, 1966
2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase in
Va I‘OVéI‘Ii a rizika the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique.
J Histochm Cytochem 14:291, 1966
3. Hanker JS, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive
phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978
391A: 4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of
acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979

5. Hanker JS, Chandross RJ, Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of
common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980
6 6. Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and
Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons.
P.J. Stoward and JM Polak, Editors, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991

7. Gill GW, Frost JK, Miller KA: A new formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither

pH 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3

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

H225 Vysoce hoflava kapalina a pary. overstains nor requires differentiation. Acta Cytol 18:300, 1974
. 8. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and
H272 Muze zesilit ohen; oxidacni cinidlo. Pathology, Vol 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Editors, Lea and Febiger,

oy 1, , Philadelphia, 1981, pp 149-242
H290 Muze byt korozivni pro kovy.

Kontaktni informace

Chcete-li podat objednavku, navstivte nase webové stranky na SigmaAldrich.com. Technicky servis
H315 Zplsobuje podrazdéni klize. naleznete na strankach technického servisu na nasi webové strance SigmaAldrich.com/techservice.

H302 + H312 + H332 zdravi $kodlivy pFi poziti, pi styku s kdizi nebo p¥i vdechovani.

H317 Mze vyvolat alergickou koZni reakci. Historie revizi

H318 Zplsobuje vézné poskozeni o&i.

Rev. 3.0 2014
H334 pti vdechovéani mize zplsobit priznaky alergie nebo astmatu nebo dychaci potize.
Rev. 4.0 2016
H335 Mze zplsobit podrazdéni dychacich cest.
Rev. 5.0 2023

H341 Podezieni na genetické vady. . . _— Y . L [
Pfeneseno do nové Sablony s aktualnim znacenim. Urceno pro profesionalni pouziti

H350 Méze zplsobit rakovinu. v ramci uréeného pouziti a bezpecnostnich opatreni. Revidované uréené pouziti

k dosazeni souladu s pokyny IVDR. Aktualizovany bezpecnostni list materialu k

bezpecnostnimu listu. Aktualizované kontaktni informace. Odstranén pokyn k dodrzeni

CLSI pro odbér vzorkd. Odstranéna norma EN 980 a zménéna na normu

EN ISO 15223-1:2021 pro symboly. Pfidany kontaktni informace pro pfipad nezadouci

H373 Mze zplsobit poskozeni organd pfi dlouhodobé nebo opakované expozici pi poZiti. udalosti. Pfidana varovani a rizika. Pfidany informace CH-REP.

H360 Mlize poskodit plodnost. MlZe poskodit nenarozené dité.

H370 Zplsobuje poskozeni organd.

H410 Velmi toxicky pro vodni organismy s dlouhodobymi Gcinky.
P201 Pfed pouzitim si pfectéte zvlastni navod.

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

P220 Uchovévejte mimo dosah odév{ a jinych hotlavych materialt.

P260 Nedychejte prach / dym / plyn / mlhu / vypary / aerosol.

P273 Zabrarite uvolfiovéni do Zivotniho prostfedi.

P280 PouZivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranu oci / ochranu obliceje.

P304 + P340 + P312 PRI VDECHNUTI: Odvedte postizeného na (“:er’stv{/ vzduch a,zajistéte mu
pohodiné dychani. Pokud se necitite dobfe, volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI stfedisko / Iékafe.

P305 + P351 + P338 + P310 PRI ZASAZENT OCI: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou.
Vyjméte kontaktni ¢ocky, pokud jsou nasazené a daji se snadno vyjmout. Pokracujte ve
vyplachovani. Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO / Iékafe.

PBQS + P311 PFi expozici nebo znepokojeni: Volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI{
STREDISKO / lékare.

P370 + P378 V pfipadé pozéru: K haseni pouzijte suchy pisek, suchou chemickou nebo alkoholové
odolnou pénu.

I Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
« wroso s - - oo s = 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271
Pok'ud vbe’hemV E)OLIZI\’IaI:I’ toh?to prostredku r’lebo v dl‘.’lsledk.u jeho p0|.fzwan|’doslo St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
k zavazné nezadouci pFihodé&, nahlaste to vyrobci a/nebo jeho autorizovanému an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany
zastupci a vasemu narodnimu dfadu. Darmstadt, Germany

+1(314) 771-5765
MDSS CH GmbH

Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

Pocate¢ni M a Sigma-Aldrich jsou ochranné zndmky spolec¢nosti Merck KGaA, Darmstadt, Némecko nebo jejich
pridruzenych spole¢nosti. Véechny ostatni ochranné zndmky jsou majetkem pfislu$nych vlastnik{. Podrobné
informace o ochrannych znamkach jsou k dispozici prostrednictvim vefejné pristupnych zdrojd.

© 2023 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

Leukocyttperoksidase
(myeloperoksidase)-sett

Prosedyre nr. 391

Ce MRRCK

Tiltenkt bruk

Sigma-Aldrich leukocyttperoksidase (myeloperoksidase)-settet er beregnet for histokjemisk
pavisning av leukocyttperoksidase. Leukocyttperoksidase (myeloperoksidase)-settet er kun for
profesjonell "in vitro diagnostisk bruk". Denne manuelle, kvalitative prosedyren identifiserer
polymorfonukleocytter i blod- og benmargsfilmer fra humane prgver. Histologisk visualisering av
polymorfonukleocytter er en unik teknikk som ofte brukes innen medisin.

Diaminobenzidin (DAB), som en benzidinerstatning for peroksidase (myeloperoksidase)-cytokjemi,
har mindre fargestyrke enn benzidin.'? Dette gjorde DAB mye mindre attraktivt for histokjemikere.
Hanker et al forbedret imidlertid DAB-metoden, noe som gjorde den mer egnet for & differensiere
granulocytter, deres forlgpere og monocytter fra celler av lymfoid opprinnelse.*®

I henhold til deres modifikasjon blir det brune reaksjonsproduktet forst forsterket med kobbersalter
etterfulgt av pafering av Gills modifiserte Papanicolaou-fargelgsning, noe som resulterer i intense
gré-svarte granuler pd steder med ngytrofil- og monocyttmyeloperoksidase.”

Sigma-Aldrich-prosedyren ligner den utviklet av Hanker, og involverer fglgende reaksjoner:

DAB + H,0, L’ Oksidert DAB (lysebrunt pigment)

Oksidert DAB + Cu(NO,), =~ =—————3 Grdsvart pigment

N&r det behandles med Gills modifiserte Papanicolaou-fargelgsning, blir reaksjonsproduktet
ytterligere forsterket og karakteristisk farge blir gitt til ngytrofiler, eosinofiler og basofiler.

Det bgr bemerkes at holdepunkter som indikerer karsinogeniteten til DAB, er tvetydige, og god
laboratoriepraksis skal utelukke enhver potensiell fare.®

Reagenser

Diaminobenzidin (kat.nr. 3911-1VL)

Diaminobenzidintetrahydroklorid, 25 mg/hetteglass (10 hetteglass). Fare. Mistenkt & forarsake
genetiske defekter. Kan forarsake kreft. Innhent szerskilt instruks for bruk. Bruk personlig
verneutstyr etter behov. Ved eksponering eller mistanke om eksponering: Sgk legehjelp.

Kobbernitrat (kat.nr. 3912-1VL)
Kobbernitrat, 625 mg/hetteglass (2 hetteglass). Fare. Kan forsterke brann; oksiderende. Farlig ved
svelging. Irriterer huden. Gir alvorlig gyeskade. Meget giftig for liv i vann.

TRIZMA®-bufferkonsentrat (kat.nr. 3913-50ML)
TRIZMA®-HCI-buffer, 1,0 mol/Il. Advarsel. Irriterer huden. Gir alvorlig gyeirritasjon.

Glutaraldehydlgsning (kat.nr. 3802-75ML)
Glutaraldehyd, 4 % og boratbuffer, 67 mmol/I, pH 7,6 (2 x 75 ml)

Hematoksylinlgsning, Gill-nr. 3 (kat.nr. GHS3-100ML)
Hematoksylin (sertifisert), C.I. 75290, 6 g/I, natriumjodat, 0,6 g/I, aluminiumsulfat, 52,8 g/l og
stabiliseringsmiddel.

Gill-modifisert EA-lgsning (kat.nr. 3915-100ML)

Fast Green FCF (sertifisert), C.I. 42053, 0,017 % (vekt/volum), eosin Y (sertifisert), C.I. 45380,
0,4 % (vekt/volum), alkohol, 73 % (volum/volum), absolutt metylalkohol, 25 % (volum/volum),
iseddiksyre, 2 % (volum/volum) og fosforwolframsyre, 0,4 % (vekt/volum).

Scotts konsentrat til kranvannserstatning (kat.nr. S5134-100ML)
Inneholder magnesiumsulfat « 7H20, 200 g/I, natriumbikarbonat, 20 g/l og konserveringsmiddel

Spesielle materialer som kreves, men som ikke medfglger

e Absolutt etanol

e Etanol, 95 %

e Hydrogenperoksid, 1 %

e Aceton, ACS-reagens

e Xylen eller xylenerstatning

Oppbevaring og stabilitet

Oppbevar diaminobenzidin- og glutaraldehydlgsningen i kjgleskap (2-8 °C). Reagensetiketter
har utlgpsdato. Oppbevar andre kitreagenser i romtemperatur (18-26 °C). Beskytt
hematoksylinlgsningen mot lys. Utlgpsdato er angitt pd reagensetikettene for kobbernitrat

og Gill-modifisert EA-lgsning.

Oppbevar kobbernitratlgsning og Scotts arbeidslgsning til kranvannserstatning i romtemperatur
(18-26 °C). Oppbevar TRIZMA®-arbeidslgsningen i kjgleskap (2-8 °C). Hvis det utvikles uklarhet,
kaster du kobbernitratlgsning, TRIZMA®-bufferkonsentrat og arbeidslgsning, Scotts konsentrat til
kranvannserstatning og arbeidslgsning.

Oppbevar glutaraldehyd-acetonfikseringsmiddel tett lukket i kjgleskap (2-8 °C). Stabil forutsatt at
pH er i omradet 7,2 til 8,0.

Forringelse
Kast hematoksylinlgsning, Gill-nr. 3, hvis Igsningen blir brun (luftoksidasjon) eller lilla (tap av surhet).

Fremstilling

Kobbernitratlgsning fremstilles ved & lose opp innholdet i 1 hetteglass med kobbernitrat i 250 ml
avionisert vann.

TRIZMA®-arbeidslgsning (pH 7,6 % 0,3) fremstilles ved & fortynne 1 volum av TRIZMA®-
bufferkonsentrat med 9 volum avionisert vann.

Glutaraldehyd-aceton-fikseringslgsning fremstilles ved & tilsette 25 ml aceton av reagenskvalitet i
75 ml glutaraldehydlgsning.

Scotts konsentrat til kranvannserstatning-arbeidsigsning fremstilles ved 8 fortynne 1 volum Scotts
konsentrat til kranvannserstatning med 9 volum avionisert vann.

Filtrer hematoksylinlgsning, Gill-nr. 3, for bruk.

Forsiktighetsregler

Disse IVD-ene er tiltenkt for in vitro-diagnostisk bruk i et klinisk laboratoriemiljg. Disse IVD-

ene er kun for profesjonell bruk av kvalifisert personell. Sigma-Aldrich-IVD-er kan betjenes av
laboratoriepersonell som er opplzert i & hdndtere humane prover som kan vaere smittsomme, bruke
mikroskoper og annet laboratorieutstyr og som har fargeoppfatning og synsskarphet for & skille
farger og andre elementer under et mikroskop.

Normale forsiktighetsregler for héndtering av laboratoriereagenser bor fglges. Avfall mé kastes
i samsvar med alle lokale, statlige, provinsielle eller nasjonale forskrifter.

Prosedyre

Prgvetaking

Ingen kjent testmetode kan fullt ut forsikre at blodpraver eller vev ikke utgjer en smittefare.
Alle blodderivater eller vevsprgver bgr derfor betraktes som potensielt smittefarlige.

Benmargsaspirat, perifert blod eller buffy coat-preparater kan brukes. Enten heparin eller EDTA
fungerer som en tilfredsstillende antikoagulant.® Ufikserte prgver kan oppbevares i romtemperatur
(18-26 °C) beskyttet mot lys i flere m&neder uten tap av aktivitet.*

Merk

Det anbefales at blodfilmer fremstilt fra friske donorer behandles sammen med pasientprgver
for & overvake systemytelsen.

Selv om myeloperoksidase generelt anses & vaere en marker for celler av myelocytisk cellelinje,
er det viktig & gjenkjenne at monocytoide celler ogsd kan utvise svak peroksidaseaktivitet.

Prosedyre
1. Les opp innholdet i 1 hetteglass med diaminobenzidin i 50 ml TRIZMA®-arbeidslgsning.
2. Sett opp en serie fargebeholdere som inneholder fglgende:
¢ Glutaraldehyd-aceton-fikseringslgsning
¢ Diaminobenzidinlgsning fremstilt i trinn 1
¢ Kobbernitratlgsning
¢ Hematoksylinlgsning, Gill-nr. 3
e Scotts arbeidslgsning til kranvannserstatning
¢ Gill-modifisert EA-lgsning
e To skler med 95 % etanol
o To skdler med absolutt etanol
o Tre skdler med xylen. Se MERK etter trinn 18
3. Umiddelbart for du fikserer objektglassene, tilsett 0,5 ml 1 % hydrogenperoksid i
diaminobenzidinlgsningen som ble fremstilt i trinn 1. Bland godt.
4. Fikser objektglassene ved 4-8 °C i glutaraldehyd-aceton-fikseringslgsning i 1 minutt.
5. Skyll raskt (30 sekunder) i avionisert vann.
6. Inkuber i 45 sekunder i diaminobenzidin/peroksidlgsning fremstilt i trinn 3.
7. Skyll raskt (30 sekunder) i avionisert vann.
8. Senk i kobbernitratlgsning i 2 minutter med forsiktig risting.
9. Skyll raskt (30 sekunder) i avionisert vann.
10. Senk ned i hematoksylinlgsning, Gill-nr. 3 i 8 sekunder (4 dypp).
11. Skylli 2 bytter av avionisert vann i 5 sekunder med risting.
12. Senk ned i 12 sekunder (6 dypp) i Scotts arbeidslgsning til kranvannserstatning.
13. Skylli 2 bytter av avionisert vann i 5 sekunder.
14. Senk ned i Gill-modifisert EA-Igsning i 1 minutt.
15. Skylli 2 bytter med 95 % etanol i 3 sekunder hver.
16. Skyll i 2 bytter med absolutt etanol i 3 sekunder hver.
17. Skylli 3 bytter med xylen i 3 sekunder hver.
18. Monter i permanent monteringsmedium og undersgk mikroskopisk. Fargen falmer hvis
objektglassene ikke monteres.
Merk

Prosedyren kan forkortes ved & eliminere trinn 14-17. Eosinofilperoksidase vil se mgrk rgdbrun ut i
stedet for redoransje. Hvis Gill-modifisert EA-lgsning brukes, ma skylling i alkohol og xylen inkluderes.

Ytelsesegenskaper

Ngytrofiler og deres forlgpere viser grasvart intracellulaer granulering. Monocytter farger
mindre intenst. Eosinofiler farges redoransje mens basofiler farges bld. Lymfocytter viser ikke
peroksidaseaktivitet.

Blodfilmer fremstilt fra normale donorer ble farget for myeloperoksidase i henhold til denne
prosedyren og ved bruk av en benzidinmetode.! Ngytrofiler viste brunsvart granulering med denne
prosedyren og bl8 granulering med benzidinprosedyren. I begge tilfeller farget monocytter mindre
intenst, og lymfocytter viste ikke myeloperoksidaseaktivitet.

Hvis observerte resultater avviker fra forventede resultater, kontakt teknisk service hos Sigma-
Aldrich for & fa hjelp.
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Analytiske ytelsesegenskaper

De analytiske ytelsesresultatene for de gitte testene utfgrt pa alle malstrukturer bekrefter 100 %
fglsomhet, spesifisitet og repeterbarhet.

Symbolforklaring
Symboler som definert i EN ISO 15223-1:2021

N Produsent

Katalognummer

Kat. Produktbeskrivelse Mal Sp(_esifisitet Fa!somhet Spesifisitet Fgl. het
nr. innen innen mellom mellom [E] Se bruksanvisning Batchkode
analyse analyse analyser analyser
o L Steder med Autorisert representant i EU-samsvarserklaering (definert i
3911 Diaminobenzidin 7y iy jtet 3avs 3avs 3av3 3av3 Det europeiske fellesskap / EU C€ on 2017/746)
3912 Kobbernitrat Staelgt?\:ige]ted 3av3 3av3 3av3 3av3 g Best for-dato In vitro-diagnostisk medisinsk
TRIZMA® utstyr
3913 N Osmolalitet 3av3 3av3 3av3 3av3
bufferkonsentrat ,ﬂ’ Temperaturgrense & Forsiktighetsregel
pH 3av3 3av3 3av3 3av3 d' duk ;
Produksjonsdato % Importgr
3802 Glutaraldehydlgsning St:ftfcigted 3av3 3av3 3av3 3av3
- - Angir autorisert representant i
GHS3 Hematgﬁa“nlgsmng, Kjerner 3av3 3av3 3av3 3av3 CH |REP Sveits
Gill-modifisert
3915 . Cytoplasma 3av3 3av3 3av3 3av3
EA-lgsning Referanser
S5134 Scotts konsentrat_ til Osmolalitet 3av3 3av3 3av3 3av3 1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using
kranvannserstatning N .
peroxidases as protein tracers. J Exp Med 124:1123, 1966
pH 3av3 3av3 3av3 3av3 2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase
Advarsler og farer in_ the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique. J
i . . : X X Histochm Cytochem 14:291, 1966
Se sikkerhetsdatablad og produktmerking for oppdatert risiko-, fare- eller sikkerhetsinformasjon. 3. Hanker IS, Laszlo J, Moore 10: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive
391A: phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978
' 4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of
acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979
5. Hanker JS, Chandross R], Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of
f@ common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980
6. Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and
Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons. P.J.
Stoward and JM Polak, Editors, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991
H225 Meget brannfarlig vaeske og damp. 7. Gill GW,_ Frost JK, M_iIIer K_A: A new _formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither
overstains nor requires differentiation. Acta Cytol 18:300, 1974
H272 Kan forsterke brann; oksiderende. 8. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and
Pathology, Vol 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Editors, Lea and Febiger,
H290 Kan veere etsende for metaller. Philadelphia, 1981, pp 149-242
H302 + H312 + H332 Farlig ved svelging, hudkontakt eller inndnding. Konta ktinformasjon

H315 Irriterer huden. For & legge inn en bestilling, besgk nettstedet vart p& SigmaAldrich.com. Besgk siden for teknisk service

pd nettstedet v&rt pd SigmaAldrich.com/techservice for teknisk service.

H317 Kan utlgse en allergisk hudreaksjon.

H318 Gir alvorlig gyeskade. Revisjonshistorikk
H334 Kan gi allergi eller astmasymptomer eller pustevansker ved inndnding. Rev. 3.0 2014
H335 Kan fordrsake irritasjon av luftveiene. Rev. 4.0 2016
H341 Mistenkes for 8 kunne fordrsake genetiske skader. Rev. 5.0 2023

H350 Kan fordrsake kreft. Overfgrte til ny mal med gjeldende varemerke. Spesifiserte at utstyret er for

profesjonell bruk, i tiltenkt bruk og forsiktighetsregler. Reviderte tiltenkt bruk

for & overholde IVDR-retningslinjer. Oppdaterte materialsikkerhetsdatablad til
sikkerhetsdatablad. Oppdaterte kontaktinformasjon. Fjernet instruksjon om 8 fglge
CLSI for prgvetaking. Fjernet EN 980 og endret til EN ISO 15223-1:2021 for symboler.
La til kontaktinformasjon for bivirkninger. La til advarsler og farer. La til informasjon
om CH-REP.

H360 Kan skade forplantningsevnen. Kan gi fosterskader.
H370 Fordrsaker organskader.
H373 Kan forarsake organskader ved langvarig eller gjentatt eksponering.

H410 Meget giftig, med langtidsvirkning, for liv i vann.

P201 Innhent saerskilt instruks for bruk.

P210 Holdes vekk fra varme, varme overflater, gnister, 8pen ild og andre antenningskilder.
Rgyking forbudt.

P220 Holdes borte fra klzer og andre brennbare materialer.
P260 Unngd inndnding av stev/royk/gass/t&ke/damp/aerosoler.
P273 Unng8 utslipp til miljoet.

P280 Benytt vernehansker/verneklzer/gyevern/ansiktsvern.

P304 + P340 + P312 VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og sgrg for at vedkommende har
en stilling som letter &ndedrettet. Kontakt et GIFTINFORMASIONSSENTER / en lege ved ubehag.

P305 + P351 + P338 + P310 VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter.
Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjgre. Fortsett skyllingen. Kontakt
umiddelbart et GIFTINFORMASJONSSENTER / en lege.

P308 + P311 Ved eksponering eller mistanke om eksponering: Kontakt et
GIFTINFORMASIONSSENTER / en lege.

P370 + P378 Ved brann: Bruk tgrr sand, terrkjemikalier eller alkoholbestandig skum som
slokkemiddel.

Hvis det har oppstatt en alvorlig hendelse under bruk av denne enheten eller

B Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
som et resultat av bruken, rapporter det til produsenten og/eller produsentens 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271
autoriserte representant og til din nasjonale myndighet. St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

Initialen M og Sigma-Aldrich er varemerker for Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland eller dets tilknyttede selskaper.
Alle andre varemerker tilhgrer sine respektive eiere. Detaljert informasjon om varemerker er tilgjengelig via
offentlig tilgjengelige ressurser.

© 2023 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.

Kullanma Talimati

L6kosit Peroksidaz
(Miyeloperoksidaz) Kiti

Prosedir No. 391

Ce MRRCK

Kullanim Amaci

Sigma-Aldrich Peroksidaz (Miyeloperoksidaz) kiti, I6kosit peroksidazin gésterimi igin genel
laboratuvar histokimyasal boyasi olarak kullanilmak tizere tasarlanmistir. Peroksidaz
(Miyeloperoksidaz) kiti yalnizca profesyonel "in Vitro Tani Amagh Kullanim" igindir. Bu manuel,
kalitatif prosedur, insan numunelerinin kan veya kemik iligi filmlerinde polimorfonukleositleri
tanimlar. Polimorfontkleositlerin histolojik olarak gérsellestirilmesi ve tanimlanmasi, su anda tipta
yaygin olarak kullanilan benzersiz bir tekniktir.

Peroksidaz (miyeloperoksidaz) sitokimyasinin bir benzidin ikamesi olan diaminobenzidin (DAB),
benzidinden daha az tinktoriyal glice sahiptir.»> Bu, DAB'yi histokimyacilar igin ok daha az ilgi
cekici hale getirmistir. Bununla birlikte Hanker ve arkadaslari, DAB metodolojisini gelistirerek
grandlositleri, bunlarin énciilerini ve monositleri lenfoid kokenli hiicrelerden ayirt etmek igin daha
uygun hale getirmistir.>¢ Modifikasyonlarina gore, kahverengi reaksiyon Grtini 6nce bakir tuzlar
ile yogunlastirilir, Gill'in modifiye Papanicolaou boyasi uygulanir, ardindan nétrofil ve monosit
miyeloperoksidaz bélgelerinde yogun gri-siyah grandiller olusumu sonucu alinir.”

Sigma-Aldrich prosediirii Hanker tarafindan gelistirilene benzer ve asagidaki reaksiyonlari igerir:

MP Oksitleyici DAB
DAB + H,0, —— (Agik Kahverengi Pigment)

Oksitleyici DAB +

Cu(NO,), Gri-Siyah Pigment

Gill'in modifiye Papanicolaou boyasi ile islendiginde, reaksiyon triinii daha da yogunlasir ve
nétrofillere, eozinofillere ve bazofillere karakteristik renk verilir. DAB'nin karsinojenitesini gdsteren
kanitlarin stpheli oldugu ve iyi laboratuvar uygulamasinin herhangi bir potansiyel tehlikeyi ortadan
kaldirmasi gerektigi unutulmamaldir.®

Reaktifler

Diaminobenzidin (Kat. No. 3911-1VL)

Diaminobenzidin tetrahidroklorir, 25 mg/sise (10 sise). Tehlike. Genetik kusurlara neden olabilir.
Kansere neden olabilir. Kullanmadan 6nce 6zel kullanma talimatlarini edinin. Gerektiginde kisisel
koruyucu ekipman kullanin. Maruz kalinmasi veya endise edilen bir durum olmasi halinde: Tibbi

tavsiye/mudahale alin.

Bakir Nitrat (Kat. No. 3912-1VL)
Bakir nitrat, 625 mg/sise (2 sise). Tehlike. Yangini giglendirebilir, oksitleyici. Yutulmasi halinde
zararhdir. Cilt tahrisine neden olur. Ciddi g6z hasarina neden olur. Sudaki yasam igin gok toksiktir.

TRIZMA® Tampon Konsantresi (Kat. No. 3913-50ML)
TRIZMA®-HCI tamponu, 1,0 mol/L. Uyari. Cilt tahrisine neden olur. Ciddi g6z tahrisine neden olur.

Gluteraldehit Cozeltisi (Kat. No. 3802-75ML)
Gluteraldehit, %4 ve borat tamponu, 67 mmol/L, pH 7,6. (2 x 75 mL)

Hematoksilen Cozeltisi, Gill No. 3 (Kat. No. GHS3-100ML)
Hematoksilen (sertifikall) C.I. 75290, 6 g/L, sodyum iyodat, 0,6 g/L, aliminyum sdlfat, 52,8 g/L
ve stabilizator.

Gill Modifiye EA Cozeltisi (Kat. No. 3915-100ML)

Hizli Yesil FCF (sertifikali), C.I. 42053, %0,017 (a/h), Eosin Y (sertifikali), C.I. 45380, %0,4 (a/h),
alkol, %73 (h/h), mutlak metil alkol, %25 (h/h), buzlu asetik asit, %2 (h/h) ve fosfotungstik asit,
%0,4 (a/h).

Scott Musluk Suyu ikame Konsantresi (Kat. No. S5134-100ML)
Magnezyum stilfat igerir ¢« 7H20, 200 g/L, sodyum bikarbonat, 20 g/L ve koruyucu.

Saglanmayan Gerekli Ozel Malzemeler
¢ Mutlak Etanol

e Etanol, %95

e Hidrojen Peroksit, %1

e Aseton, ACS Reaktifi

e Ksilen veya ksilen ikamesi

Saklama ve Stabilite

Diaminobenzidin ve Glutaraldehit Cézeltisini buzdolabinda (2-8°C) saklayin. Reaktif etiketlerinde
son kullanma tarihi bulunur. Diger kit reaktiflerini oda sicakhiginda (18-26°C) saklayin.
Hematoksilen Cozeltiyi 1siktan koruyun. Bakir Nitrat ve Gill Modifiye EA Cozeltisi icin reaktif
etiketlerinde son kullanma tarihi vardir.

Bakir Nitrat Cézeltisini ve Scott Musluk Suyu ikame Galisma Cézeltisini oda sicakliginda (18-26°C)
saklayin. TRIZMA® Calisma Gozeltisini buzdolabinda (2-8°C) saklayin. Bulaniklik olusursa Bakir
Nitrat Cézeltisi, TRIZMA® Tampon Konsantresi ve Galisma Gézeltisi, Scott Musluk Suyu ikame
Konsantresi ve Calisma Cozeltisini atin.

Glutaraldehit-Aseton Fiksatifi agzi sikica kapali olarak buzdolabinda (2-8°C) saklayin. pH 7,2 ila
8,0 araliginda oldugu siirece stabildir.

Bozulma

Cozelti kahverengiye (hava oksidasyonu) veya mora (asitlik kaybi) donerse Hematoksilen Gozelti,
Gill No. 3'a atin.

Hazirlama
Bakir Nitrat Gozeltisi, 1 sise Bakir Nitrat igerigi 250 mL deiyonize suda gézilerek hazirlanir.

TRIZMA® Galisma Gozeltisi (pH 7,6 + 0,3), 1 6lgli TRIZMA® Tampon Konsantresini 9 6lgu deiyonize
su ile seyrelterek hazirlanir.

Glutaraldehit-Aseton Fiksatif Cozeltisi, 75 mL Gluteraldehit Cozeltisine 25 mL reaktif dereceli aseton
ilave edilerek hazirlanir.

Scott Musluk Suyu fkame Calisma gézeltisi, 1 lgli Scott Musluk Suyu ikame Konsantresini 9 8lgi
deiyonize su ile seyrelterek hazirlanir.

Kullanmadan 6nce Hematoksilen Gozelti, Gill No. 3' filtreleyin.

Onlemler

Bu IVD'ler, klinik laboratuvar ortaminda in vitro tani amagh kullanima yoneliktir. Bu IVD'ler yalnizca
kalifiye personel tarafindan profesyonel kullanim igindir. Sigma-Aldrich IVD'ler, bulagici olabilen
insan numunelerini islemek, mikroskop ve diger laboratuvar ekipmanlarini kullanmak tzere
egitilmis, renkleri ve mikroskop altinda diger nesneleri ayirt etmek igin renk algisina ve gérme
keskinligine sahip laboratuvar personeli tarafindan kullanilabilir.

Laboratuvar reaktiflerini kullanirken uygulanan normal énlemlere uyulmaldir. Atiklari tim yerel,
eyalet, il veya ulusal seviyedeki yonetmeliklere uygun olarak atin.

Prosediir

Numune Toplama

Bilinen higbir test yontemi, kan numunelerinin veya dokunun enfeksiyon bulastirmayacagini tam
olarak garanti edemez. Bu nedenle, tim kan tlrevleri veya doku numuneleri potansiyel olarak
bulasici kabul edilmelidir.

Kemik iligi aspirati, periferik kan veya buffy coat preparatlari kullanilabilir. Heparin veya EDTA,
tatmin edici bir antikoagulan gorevi gorur.? Fiksasyon uygulanmamis numuneler, aktivite kaybi
olmaksizin oda sicaklhiginda (18-26°C) isiktan korunarak birkag ay saklanabilir.*

Not

Sistem performans takibi olarak saglikli donérlerden hazirlanan kan filmlerinin hasta numuneleriyle
birlikte islenmesi onerilir.

Miyeloperoksidaz genellikle miyelositik soydan gelen hiicreler igin bir belirteg olarak kabul edilse de,
monositoid hiicrelerin de zayif peroksidaz aktivitesi gosterebilecegini kabul etmek kaginiimazdir.

Prosedur
1. 1 Diaminobenzidin sisesinin igerigini 50 mL TRIZMA® Galisma Gozeltisinde ¢6zun.
2. Asadidakileri igeren bir dizi boyama kavanozu hazirlayin:
e Glutaraldehit-Aseton Fiksatif Cozeltisi
e Adim 1'de hazirlanan Diaminobenzidin Cozeltisi
e Bakir Nitrat Cozeltisi
¢ Hematoksilen Cozeltisi, Gill No. 3
e Scott Musluk Suyu ikame Galisma Gézeltisi
¢ Gill Modifiye EA Cozeltisi
* %95 etanol igeren iki kap
e Mutlak etanol igeren iki kap
e Ksilen igeren (g kap. Bkz. Adim 18'den sonraki NOT.
3. Lamlara fiksasyon uygulamadan hemen &nce, Ad!m 1'de hazirlanan Diamino-benzidin
gozeltisine 0,5 mL %1 hidrojen peroksit ekleyin. Iyice karistirin.
4. Lamlara 4-8°C'de Glutaraldehit-Aseton Fiksatif Cozeltisinde 1 dakika fiksasyon uygulayin.
5. Deiyonize suda kisa siire (30 saniye) durulayin.
6. Adim 3'te hazirlanan Diaminobenzidin/Peroksit gozeltisinde 45 saniye inkiibe edin.
7. Deiyonize suda kisa slire (30 saniye) durulayin.
8. Hafifce galkalayarak Bakir Nitrat Cozeltisine 2 dakika daldirin.
9. Deiyonize suda kisa siire (30 saniye) durulayin.
10. Hematoksilen Cozeltisi, Gill No. 3'e 8 saniye daldirin (4 daldirma).
11. 2 kez deiyonize su ile 5 saniye calkalayarak durulayin.
12, Scott Musluk Suyu ikame Calisma Cozeltisine 12 saniye daldirin (6 daldirma).
13. 2 kez deiyonize suda 5 saniye durulayin.
14. Gill Modifiye EA Cozeltisine 1 dakika daldirin.
15. Her birini 3 saniye boyunca 2 kere degistirerek %95 etanol ile durulayin.
16. Her birini 3 saniye boyunca 2 kere degistirerek mutlak etanol ile durulayin.
17. Her birini 3 saniye boyunca 3 kere degistirerek ksilen ile durulayin.
18. Kalici yerlestirme ortamina yerlestirin ve mikroskobik olarak inceleyin. Lamlar yerlestiriimezse
renk solacaktir.
Not
Adim 14-17 arasi atlanarak prosedir kisaltilabilir. Eozinofil peroksidaz kirmizi-turuncu yerine koyu
kirmizi-kahverengi gériinecektir. Gill Modifiye EA Cozeltisi kullaniliyorsa, alkol ve ksilen iginde
durulama dahil edilmelidir.

Performans Ozellikleri

Nétrofiller ve 6nclleri gri-siyah hiicre igi grantlasyon gésterir. Monositler daha az yogun boyanir.
Eozinofiller kirmizi-turuncu boyanirken, bazofiller maviye boyanir. Lenfositler peroksidaz aktivitesi
gostermezler.

Normal donérlerden hazirlanan kan filmleri, bu prosedire gére ve bir benzidin yéntemine uygun
olarak miyeloperoksidaz igin boyanmistir.t Noétrofiller bu prosediirle kahverengi-siyah granilasyon ve
benzidin prosediiriiyle mavi granilasyon gostermistir. Her iki durumda da monositler daha az yogun
boyanmis ve lenfositler miyeloperoksidaz aktivitesi géstermemistir.

Gozlemlenen sonuglar beklenen sonuglardan farkliysa, yardim igin litfen Sigma-Aldrich Teknik

Servisi ile iletisime gegin.
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Analitik Performans Ozellikleri

Tum hedef yapilar tizerinde yuritilen belirli testlere ait analitik performans sonuglari %100 duyarlilik,

6zgulltk ve tekrarlanabilirligi dogrulamaktadir.

Sembol Tanimlar
EN ISO 15223-1:2021'de tanimlanan semboller

N Uretici

Katalog Numarasi

Kat. Uriin Tanimi Hedef Tahlil ici Tahlil igi Tahliller Tahliller
No. Ozgiillik  Duyarhlik _ Arasi Arasi Kullanma Talimatina bakin Parti Kodu
Ozgiilliik Duyarhhk
- - Aktivite . . ' , Avrupa Toplulugu'nda/Avrupa Avrupa Birligi Uygunluk Beyani
3911 Diaminobenzidin Bolgeleri 3te3 3'te3 3te3 3te3 Birligi'nde Yetkili Temsilci ce (IVDR 2017/746'da tanimlanmistir)
. Aktivite B B | '
3912 Bakir Nitrat Bélgeleri Jte 3 Ste3 Jte3 Jte3 Son Kullanma Tarihi in vitro tani amacl tibbi cihaz
TRIZMA® Tampon . i i . i
3913 - Osmolalite 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Konsantresi Sicaklik Siniri /N\  Dikkat
pH 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3 - R
Aktivite Uretim Tarihi % Ithalatgi
3802 Gluteraldehit Cozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Hematoksilen : . B . . CH |REP | Isvigre'deki Yetkili Temsilciyi Belirtir
GHS3 Cézeltisi, Gill No. 3 Cekirdekler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3 I—I—I
Gill Modifiye EA 8 i . ' i
3915 i S Sitoplazma 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Cozeltisi P Referanslar
S5134 islf:rt:eM'é’OS#;';nSt‘r’g’:i Osmolalite 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3 1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using
: - - - peroxidases as protein tracers. J Exp Med 124:1123, 1966
pH 3'te3 3'te 3 3'te 3 3'te3 2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase in
rilar ve Tehlikeler the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique.
U__ya a_ € e o ele ) . o . . - J Histochm Cytochem 14:291, 1966
Guncellenmis herhangi bir risk, tehlike veya gtivenlik bilgisi igin Glvenlik Veri Formuna ve drin 3. Hanker JS, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive
etiketine bakin. phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978
391A: 4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of
) acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979
5. Hanker JS, Chandross RJ, Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of
common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980
6. Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and
Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons.
P.J. Stoward and JM Polak, Editors, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991
7. Gill GW, Frost JK, Miller KA: A new formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither
H225 Son derece alevlenir sivi ve buhar. overstains nor requires differentiation. Acta Cytol 18:300, 1974
8. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and

H272 Yangini giiglendirebilir; oksitleyici.

H290 Metaller igin agindirici olabilir.

Pathology, Vol 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Editors, Lea and Febiger,
Philadelphia, 1981, pp 149-242

Iletisim Bilgileri
Siparis vermek igin litfen SigmaAldrich.com adresinden web sitemizi ziyaret edin. Teknik Servis igin
lutfen SigmaAldrich.com/techservice adresinden web sitemizin teknik servis sayfasini ziyaret edin.

H302 + H312 + H332 Yutulmasi, cilt ile temasi veya solunmasi halinde zararhdir.

H315 Cilt tahrisine neden olur.

H317 Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir. Revizyon Ge(;misi

H318 Ciddi géz hasarina neden olur.

Rev. 3.0 2014
H334 Solunmasi halinde alerji veya astim semptomlarina ya da solunum gtigligiine neden olabilir.
Rev. 4.0 2016
H335 Solunum tahrisine neden olabilir.
Rev. 5.0 2023

H341 Genetik kusurlara neden olabilir.

Mevcut markalama ile yeni sablona aktarildi. Kullanim amaci ve énlemler bélimiinde
profesyonel kullanim amagli oldugu belirtildi. Kullanim amaci, IVDR yo6nergelerine
uyumlu sekilde revize edildi. Malzeme Guvenlik Bilgi Formu, Guvenlik Bilgi Formu
olarak gtincellendi. iletisim bilgileri giincellendi. Numune toplama igin CLSI'yi takip
etme talimati kaldirildi. Semboller igin EN 980 kaldirildi ve EN ISO 15223-1:2021
olarak degistirildi. Advers olay iletisim bilgileri eklendi. Uyarilar ve Tehlikeler eklendi.
isvigre'deki yetkili temsilci bilgileri eklendi.

H350 Kansere neden olabilir.
H360 Uremeye zarar verebilir. Dogmamis gocukta hasara yol agabilir.
H370 Organlarda hasara yol agabilir.

H373 Yutulmasi halinde uzun sireli veya tekrarli maruziyet sonucu organlarda hasara neden olabilir.

H410 Sudaki yasam igin uzun sureli etkiyle cok toksiktir.
P201 Kullanmadan &énce 6zel kullanma talimatlarini edinin.

P210 Isidan, sicak yiizeylerden, kivilcimlardan, agik alevlerden ve diger tutusturma kaynaklarindan
uzak tutun. Sigara icmeyin.

P220 Kiyafetlerden ve diger yanici malzemelerden uzak tutun.

P260 Tozunu/dumanini/gazini/sisini/buharini/spreyini solumayin.

P273 Gevreye salinmasini énleyin.

P280 Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/gdz koruyucu/yiiz koruyucu kullanin.

P304 + P340 + P312 SOLUNMASI HALINDE: Kisiyi temiz havaya cikarin ve rahatca nefes alabilecegi
bir durumda tutun. Kendinizi iyi hissetmiyorsaniz bir ZEHIR DANISMA MERKEZiNi/doktoru arayin.

P305 + P351 + P338 + P310 GOZLE TEMASI HALINDE: Birkag dakika suda dikkatlice durulayin.
Varsa ve yapmasl kolaysa kontakt lensleri gikarin. Durulamaya devam edin. Derhal bir ZEHIR
DANISMA MERKEZiNi/doktoru arayin.

P308 + P311 Maruz kalinmasi veya endise edilen bir durum olmasi halinde: Bir ZEHIR DANISMA
MERKEZINi/doktoru arayin.

P370 + P378 Yangin durumunda: Séndirme igin kuru kum, kuru kimyevi madde veya alkole
dayanikli toz kullanin.
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Sigma-Aldrich.

Kayttéohje

Leukosyyttiperoksidaasi
(myeloperoksidaasi) -pakkaus

Menetelmanro 391

Ce MRRCK

Kayttotarkoitus

Sigma-Aldrichin peroksidaasi (myeloperoksidaasi) -pakkaus on tarkoitettu kaytettavaksi
histokemiallisena vériaineena yleisessd laboratoriokdytdsséa leukosyyttiperoksidaasin
osoittamiseksi. Peroksidaasi (myeloperoksidaasi) -pakkaus on tarkoitettu vain ammattikayttoén
"in vitro -diagnostiikassa”. Talla manuaalisella, kvalitatiivisella menetelmalla tunnistetaan
polymorfonukleaarisia granulosyytteja ihmisen veren tai luuytimen sivelyvalmisteista.
Polymorfonukleaaristen granulosyyttien histologinen visualisointi ja tunnistus on ainutlaatuinen
tekniikka, joka on nykyladketieteessa yleisessa kadytossa.

Diaminobentsidiinilla (DAB) on peroksidaasi (myeloperoksidaasi) -sytokemiassa bentsidiinin
korvikkeena vahemmaén véarjadysvoimaa kuin bentsidiinilld.»? Tasta johtuen histokemistit eivat nde
DAB:ssa yhta suurta arvoa. Hanker kumppaneineen paransi kuitenkin DAB-menetelmaa ja teki siita
sopivamman granulosyyttien, niiden esiasteiden ja monosyyttien erottamiseen imukudosperdisista
soluista.>®* Muunnelmassa ruskeaa reaktiotuotetta tehostetaan ensin kuparisuoloilla, minka jélkeen
kaytetaan Gillin modifioitua Papanicolaou-varjdysta. Nain saadaan voimakkaita mustanharmaita
granuloita neutrofiilien ja monosyyttien myeloperoksidaasialueille.”

Sigma-Aldrichin menetelma muistuttaa Hankerin menetelmaa, ja siihen liittyvat seuraavat reaktiot:

DAB + H,0, MP > Hapettunut DAB (vaaleanruskea pigmentti)

Hapettunut DAB + Cu(NO,) —P Mustanharmaa pigmentti

Kun kasittelyssa kaytetdan Gillin modifioitua Papanicolaou-varjaysta, reaktiotuote tehostuu
entisestaan ja ominainen vari valittyy neutrofiileihin, eosinofiileihin ja basofiileihin. On
huomattava, ettd DAB:n karsinogeenisuuteen viittaavat todisteet ovat kyseenalaisia, ja hyvan
laboratoriokdytannon pitaisi sulkea pois mahdolliset vaarat.®

Reagenssit

Diaminobentsidiini (luettelonro 3911-1VL)

Diaminobentsidiini-tetrahydrokloridi, 25 mg/pullo (10 pulloa). Vaara. Epéilladn aiheuttavan
perimévaurioita. Saattaa aiheuttaa syopaa. Lue erityisohjeet ennen kayttod. Kéyté henkilokohtaisia
suojavarusteita tarpeen mukaan. Altistumisen tapahduttua tai jos epailldan altistumista: Hakeudu
laakariin.

Kuparinitraatti (luettelonro 3912-1VL)
Kuparinitraatti, 625 mg/pullo (2 pulloa). Vaara. Voi edistaa tulipaloa; hapettava. Haitallista nieltyna.
Arsyttaa ihoa. Voimakkaasti silmia vaurioittavaa. Erittdin myrkyllista vesielidille.

TRIZMA®-puskurikonsentraatti (luettelonro 3913-50ML)
TRIZMA®-HCl-puskuri, 1,0 mol/l. Varoitus. Arsyttda ihoa. Arsyttda voimakkaasti silmia.

Glutaarialdehydiliuos (luettelonro 3802-75ML)
Glutaarialdehydi, 4 %, ja boraattipuskuri, 67 mmol/Il, pH 7,6. (2 x 75 ml)

Hematoksyli uos, Gillin nro 3 (luettelonro GHS3-100ML)
Hematoksyliini (sertifioitu), vari-indeksi 75290, 6 g/I, natriumjodaatti, 0,6 g/I, alumiinisulfaatti,
52,8 g/l, ja stabilointiaine.

Gillin modifioitu EA-liuos (luettelonro 3915-100ML)

Nopea vihred FCF (sertifioitu), vari-indeksi 42053, 0,017 % (w/v), eosiini Y (sertifioitu),
véri-indeksi 45380, 0,4 % (w/v), alkoholi, 73 % (v/v), absoluuttinen metyylialkoholi, 25 % (v/v),
jaaetikka, 2 % (v/v), ja fosfovolframihappo, 0,4 % (w/v).

Scottin vesijol Vi raatti (luettelonro S5134-100ML)
Siséltda magnesiumsulfaattia ¢ 7H20, 200 g/I, natriumbikarbonaatti, 20 g/I, ja sailontdaine

Tarvittavat erityismateriaalit, jotka eivat sisally pakkaukseen

¢ Absoluuttinen etanoli

e Etanoli, 95 %

e Vetyperoksidi, 1 %

e Asetoni, ACS-reagenssi

e Ksyleeni tai ksyleeninkorvike

Sailytys ja stabiilius

Sailyté diaminobentsidiini ja glutaarialdehydiliuos jaékaapissa (2-8 °C). Viimeinen kayttopaiva
on merkitty reagenssien etiketteihin. Sailytd muita pakkauksen reagensseja huoneenlammaossa

(18-26 °C). Suojaa hematoksyliiniliuos valolta. Kuparinitraatin ja Gillin modifioidun EA-liuoksen
etiketteihin on merkitty viimeinen kayttépaiva.

Sailyté kuparinitraattiliuos ja Scottin vesijohtovedenkorvikkeen tydskentelyliuos huoneenldammossa
(18-26 °C). Sailyta TRIZMA®-tydskentelyliuos jadkaapissa (2-8 °C). Havita kuparinitraattiliuos,
TRIZMA®-puskurikonsentraatti ja -tydskentelyliuos sekd Scottin vesijohtovedenkorvikkeen
konsentraatti ja tydskentelyliuos, jos ne samenevat.

Sailyta glutaarialdehydi-asetonifiksatiivi tiiviisti suljettuna jaakaapissa (2-8 °C). Stabiili pH:n
ollessa valilla 7,2-8,0.

Pilaantuminen

Havitd hematoksyliiniliuos, Gillin nro 3, jos liuos muuttuu ruskeaksi (hapettuminen ilman
vaikutuksesta) tai violetiksi (happamuuden haviaminen).

Valmistelu

Kuparinitraattiliuos valmistetaan liuottamalla yhden kuparinitraattipullon sisalté 250 ml:aan
deionisoitua vetta.

TRIZMA®-tyoskentelylivos (pH 7,6 £0,3) valmistetaan laimentamalla yksi tilavuusosa
TRIZMA®-puskurikonsentraattia yhdeksalla tilavuusosalla deionisoitua vetta.

Glutaarialdehydi-asetonifiksatiiviliuos valmistetaan lisddmalla 25 ml reagenssilaatuista asetonia
75 ml:aan glutaarialdehydiliuosta.

Scottin vesijohtovedenkorvikkeen tydskentelyliuos valmistetaan laimentamalla yksi tilavuusosa
Scottin vesijohtovedenkorvikkeen konsentraattia yhdeksélla tilavuusosalla deionisoitua vetta.

Suodata hematoksyliiniliuos, Gillin nro 3, ennen kayttéa.

Varotoimet

Nama in vitro -diagnostiset (IVD) laitteet on tarkoitettu kaytettavaksi “in vitro -diagnostiikassa”
kliinisessa laboratorioympaéristossa. Naméa IVD-laitteet on tarkoitettu vain patevan
ammattihenkildston kayttoon. In vitro -diagnostisia Sigma-Aldrich-laitteita saa kayttaa
laboratoriohenkildstd, joka on koulutettu kasittelemaan mahdollisesti tartuntavaarallisia
ihmisperdisia naytteitd ja kayttamaan mikroskooppeja ja muita laboratoriotarvikkeita ja jolla on
riittdva varinaké ja nadntarkkuus varien ja muiden kohteiden erottamiseen mikroskoopilla.

Normaaleja laboratorioreagenssien késittelyyn liittyvié varotoimia tulee noudattaa. Havita jatteet
kaikkien paikallisten, alueellisten ja kansallisten maardysten mukaisesti.

Menettely

Naytteenotto

Milldan tunnetulla testimenetelmélld ei voida tédysin taata, ettd veri- tai kudosnaytteet eivat
tartuttaisi infektiota. Siksi kaikkia verijohdannaisia ja kudosnaytteitd on pidettdva mahdollisesti
tartuntavaarallisina.

Luuydinaspiraattia, perifeerista verta tai buffy coat -valmisteita voidaan kayttaa. Antikoagulanttina
voidaan kayttaa joko EDTA:ta tai hepariinia.® Kiinnittédmattomia naytteitd voidaan sailyttaa
huoneenlammdssa (18-26 °C) valolta suojattuna useita kuukausia ilman, etté toiminta haviaa.*

Huomautus

On suositeltavaa, etté potilasnaytteiden rinnalla kasitellaén terveilta luovuttajilta otetun veren
sivelyvalmisteita jarjestelméan suorituskyvyn valvomiseksi.

Vaikka myeloperoksidaasia pidetdan yleisesti myelosyyttisen linjan solujen markkerina, on
huomattava, ettd monosyyttia muistuttavilla soluilla voi myés ilmeta heikkoa peroksidaasitoimintaa.

Menettely

1. Liuota yhden diaminobentsidiinipullon sisalté 50 ml:aan TRIZMA®-tydskentelyliuosta.

2. Kokoa sarja varjaysastioita, joissa on seuraava sisalto:

glutaarialdehydi-asetonifiksatiiviliuos

diaminobentsidiiniliuos, valmistettu vaiheessa 1

kuparinitraattiliuos

hematoksyliiniliuos, Gillin nro 3

Scottin vesijohtovedenkorvikkeen tydskentelyliuos

Gillin modifioitu EA-liuos

kaksi maljaa, joissa on 95-prosenttista etanolia

kaksi maljaa, joissa on absoluuttista etanolia

kolme maljaa, joissa on ksyleenia. Katso vaiheen 18 jélkeinen HUOMAUTUS.

0,5 ml 1-prosenttista vetyperoksidia vaiheessa 1 valmistettuun
diaminobentsidiiniliuokseen juuri ennen objektilasien kiinnittamista. Sekoita hyvin.

4. Kiinnitd objektilaseja 4-8 °C:n lampdtilassa glutaarialdehydi-asetonifiksatiiviliuoksessa yhden
minuutin ajan.

5. Huuhtele lyhyesti (30 sekuntia) deionisoidussa vedessa.

6. Inkuboi 45 sekunnin ajan diaminobentsidiini-peroksidiliuoksessa, joka valmistettiin
vaiheessa 3.

7. Huuhtele lyhyesti (30 sekuntia) deionisoidussa vedessa.

8. Upota kuparinitraattiliuokseen kahden minuutin ajaksi ja ravista varovasti.

9. Huuhtele lyhyesti (30 sekuntia) deionisoidussa vedessa.

10. Upota hematoksyliiniliuokseen, Gillin nro 3, kahdeksan sekunnin ajan (neljé kastoa).

11. Huuhtele kahdessa erdssé deionisoitua vetta viiden sekunnin ajan ja ravista samalla.

12. Upota 12 sekunnin ajan (kuusi kastoa) Scottin vesijohtovedenkorvikkeen
tyoskentelyliuokseen.

13. Huuhtele kahdessa erdsséa deionisoitua vettd viiden sekunnin ajan.

14. Upota Gillin modifioituun EA-liuokseen yhdeksi minuutiksi.

15. Huuhtele kahdessa erédssa 95-prosenttista etanolia, kolmen sekunnin ajan kummassakin.

16. Huuhtele kahdessa erdssé absoluuttista etanolia, kolmen sekunnin ajan kummassakin.

17. Huuhtele kolmessa erassa ksyleenid, kolmen sekunnin ajan jokaisessa astiassa.

18. Preparoi pysyvaan petausaineeseen ja tutki mikroskooppisesti. Objektilasien véri haalistuu
ilman petausainetta.

Huomautus

Menettelya voidaan lyhentaa poistamalla vaiheet 14-17. Eosinofiiliperoksidaasi nakyy
tummanpunaisen tai ruskean sdvyisend punaoranssin sijasta. Jos kaytetdan Gillin modifioitua
EA-liuosta, huuhtelu alkoholilla ja ksyleenilld on siséllytettéva vaiheisiin.

Suorituskykyominaisuudet

Neutrofiilit ja niiden esiasteet ilmenevat mustanharmaana solunsiséisend granulaationa. Monosyytit
varjaytyvat vdhemman voimakkaasti. Eosinofiilit varjdytyvét punaoransseiksi ja basofiilit sinisiksi.
Lymfosyytit eivat osoita peroksidaasitoimintaa.

Normaaleilta luovuttajilta otetun veren sivelyvalmisteet varjattiin myeloperoksidaasia varten
tdman menetelman ja bentsidiinimenetelm&n mukaisesti.! Neutrofiileissa ilmeni mustanruskeaa
granulaatiota tallda menetelméalld ja sinista granulaatiota bentsidiinimenetelmalla. Molemmissa
tapauksissa monosyytit varjaytyivat vahemman voimakkaasti, ja lymfosyytit eivat osoittaneet
myeloperoksidaasitoimintaa.

Jos havaitut tulokset eroavat odotetuista tuloksista, ota yhteytta Sigma-Aldrichin tekniseen
palveluun.
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Analyyttiset suorituskykyominaisuudet

Kaikilla kohderakenteilla suoritetuista testeista saadut analyyttiset suorituskykytulokset vahvistavat
100-prosenttisen herkkyyden, spesifisyyden ja toistettavuuden.

Luettelonro Tuotteen kuvaus Kohde Maarityksen Madrityksen Madritysten Maéritysten
sisdisen sisdinen vélinen vélinen
spesifisyys herkkyys spesifisyys herkkyys
N S Toiminta-
3911 Diaminobentsidiini alueet 3/3 3/3 3/3 3/3
. N Toiminta-
3912 Kuparinitraatti alueet 3/3 3/3 3/3 3/3
TRIZMA®- . .
3913 puskurikonsentraatti Osmolaliteetti 3/3 3/3 3/3 3/3
pH 3/3 3/3 3/3 3/3
: . Toiminta-
3802 Glutaarialdehydiliuos alueet 3/3 3/3 3/3 3/3
Hematoksyliiniliuos,
GHS3 Gillin nro 3 Tumat 3/3 3/3 3/3 3/3
Gillin modifioitu
3915 EA-livos Sytoplasma 3/3 3/3 3/3 3/3
Scottin
vesijohtoveden- . .
S5134 Korvikkeen Osmolaliteetti 3/3 3/3 3/3 3/3
konsentraatti
pH 3/3 3/3 3/3 3/3

Varoitukset ja vaarat
Katso paivitetyt riski-, vaara- ja turvallisuustiedot kayttoturvallisuustiedotteesta ja tuotemerkinngista.

391A:

OO

H225 Helposti syttyva neste ja hoyry.

H272 Voi edistéda tulipaloa; hapettava.

H290 Voi syovyttaa metalleja.

H302 + H312 + H332 Haitallista nieltynd, joutuessaan iholle tai hengitettyna.
H315 Arsyttaa ihoa.

H317 Voi aiheuttaa allergisen ihoreaktion.

H318 Voimakkaasti silmia vaurioittavaa.

H334 Voi aiheuttaa hengitettynd allergia- tai astmaoireita tai hengitysvaikeuksia.
H335 Saattaa aiheuttaa hengitysteiden arsytysta.

H341 Epaéilldan aiheuttavan perimavaurioita.

H350 Saattaa aiheuttaa syopaa.

H360 Saattaa heikentdd hedelmallisyyttd. Saattaa vaurioittaa sikiota.

H370 Vahingoittaa elimia.

H373 Saattaa vahingoittaa elimid nieltyn& pitkdaikaisessa tai toistuvassa altistumisessa.
H410 Erittain myrkyllista vesielidille, pitkaaikaisia haittavaikutuksia.

P201 Lue erityisohjeet ennen kayttoa.

P210 Suojaa lammaéltd, kuumilta pinnoilta, kipindilta, avotulelta ja muilta sytytyslahteiltd. Tupakointi
kielletty.

P220 Pida erillaan vaatetuksesta ja muista syttyvista materiaaleista.

P260 Alé hengité pélya/savua/kaasua/sumua/hdyryd/suihketta.

P273 Vaéltettava paastamista ymparistoon.

P280 Kéayta suojakasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

P304 + P340 + P312 JOS KEMIKAALIA ON HENGITETTY: Siirra henkil6 raittiiseen ilmaan ja varmista
vaivaton hengitys. Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/Ia&kariin, jos ilmenee pahoinvointia.

P305 + P351 + P338 + P310 JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedelld usean
minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka huuhtomista. Ota vélittomasti
yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/I&&kariin.

P308 + P311 Altistumisen tapahduttua tai jos epailléén altistumista: Ota yhteys
MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/la&kariin.

P370 + P378 Tulipalon sattuessa: Kayta palon sammuttamiseen kuivaa hiekkaa, sammutusjauhetta
tai alkoholinkestavéaa vaahtoa.

Jos tamadn laitteen kdyton aikana tai sen seurauksena ilmenee vakava
vaaratilanne, ilmoita siita valmistajalle ja/tai sen valtuutetulle edustajalle seka
kansalliselle viranomaiselle.

Symbolien selitykset
Symbolit standardin EN ISO 15223-1:2021 mukaisesti

wl Vemistaja

Katso kayttéohje

Luettelonumero

Erakoodi

Vaatimustenmukaisuusvakuutus
Euroopan unionin maaraysten
mukaisesti (IVDR-asetus 2017/746)

Valtuutettu edustaja Euroopan
yhteisdssd / Euroopan unionissa
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In vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu
lagkinnallinen laite

Viimeinen kayttopaiva

Lampétilarajoitus Huomio

Valmistuspaiva Maahantuoja

E Valtuutettu edustaja Sveitsissa

Lihteet

1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using
peroxidases as protein tracers. J Exp Med 124:1123, 1966

2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase
in the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique. J
Histochm Cytochem 14:291, 1966

3. Hanker JS, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive
phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978

4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of

acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979

Hanker JS, Chandross RJ, Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of

common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980

Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and

Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons. P.J.

Stoward and JM Polak, Editors, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991

7. Gill GW, Frost JK, Miller KA: A new formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither
overstains nor requires differentiation. Acta Cytol 18:300, 1974

8. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and
Pathology, Vol 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Editors, Lea and Febiger,
Philadelphia, 1981, pp 149-242

Yhteystiedot

Voit tehda tilauksen verkkosivuillamme osoitteessa SigmaAldrich.com. Tekniseen palveluumme voi ottaa
yhteytté teknisen palvelun sivulla osoitteessa SigmaAldrich.com/techservice.

o

o

Versiohistoria
Versio 3.0 2014
Versio 4.0 2016
Versio 5.0 2023

Siirretty uuteen pohjaan, jossa on ajantasaiset bréandimerkit. Maininta ammattikaytésta
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noudattamisesta naytteenotossa. Symboliosiosta poistettu “"EN 980" ja tilalle

vaihdettu "EN ISO 15223-1:2021". Lisatty haittatapahtumien yhteydessa kaytettavat
yhteystiedot. Lisatty kohta Varoitukset ja vaarat. Lisatty CH-REP-tiedot.
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Sigma-Aldrich.

Gebruiksaanwijzing

Leukocytperoxidase
(myeloperoxidase)-kit

Procedurenr. 391

Ce MRRCK

Beoogd gebruik

Peroxidase (myeloperoxidase)-kit van Sigma-Aldrich is bedoeld voor gebruik als een algemene
histochemische laboratoriumkleuring voor het aantonen van leukocytperoxidase. De peroxidase
(myeloperoxidase)-Kkit is uitsluitend bedoeld voor professioneel 'in-vitrodiagnostisch gebruik'. Deze
handmatige, kwalitatieve procedure identificeert polymorfonucleocyten in bloed- of beenmergfilms
van humane monsters. Histologische visualisatie en identificatie van polymorfonucleocyten is een
unieke techniek die momenteel veel gebruikt wordt in de geneeskunde.

Diaminobenzidine (DAB), als benzidinesubstituut voor cytochemie met peroxidase
(myeloperoxidase), heeft minder kleurkracht dan benzidine.*? Dit maakte DAB veel minder
aantrekkelijk voor histochemici. Hanker en zijn collega's verbeterden echter de DAB-methodologie,
waardoor deze beter geschikt werd voor het differentiéren van granulocyten, hun precursors

en monocyten van cellen van lymfoide oorsprong.3¢Volgens hun modificatie wordt het bruine
reactieproduct eerst geintensiveerd met koperzouten, gevolgd door het aanbrengen van Gill's
gemodificeerde Papanicolaou-kleuring, wat resulteert in intens grijszwarte granula op plaatsen waar
neutrofielen en monocyten myeloperoxidase produceren.”

De Sigma-Aldrich-procedure is vergelijkbaar met die van Hanker en omvat de volgende reacties:

DAB + H,0, MP > Geoxideerd DAB (lichtbruin pigment)

Geoxideerd DAB + Cu(NO,), —P  Grijszwart pigment

Bij behandeling met Gill's gemodificeerde Papanicolaou-kleuring wordt het reactieproduct verder
geintensiveerd en krijgen neutrofielen, eosinofielen en basofielen een karakteristieke kleur. Er moet
worden opgemerkt dat het bewijs voor de carcinogeniciteit van DAB niet eenduidig is en dat goede
laboratoriumpraktijken elk potentieel gevaar zouden moeten uitsluiten.®

Reagentia

Diaminobenzidine (cat. nr. 3911-1VL)

Diaminobenzidine-tetrahydrochloride, 25 mg/flacon (10 flacons). Gevaar. Verdacht van het
veroorzaken van genetische schade. Kan kanker veroorzaken. Alvorens te gebruiken, de speciale
aanwijzingen raadplegen. Gebruik persoonlijke beschermingsmiddelen zoals vereist. Bij blootstelling
of ongerustheid: Vraag medisch advies/medische hulp.

Kopernitraat (cat. nr. 3912-1VL)

Kopernitraat, 625 mg/flacon (2 flacons). Gevaar. Kan brand bevorderen; oxiderend. Schadelijk
bij inslikken. Veroorzaakt huidirritatie. Veroorzaakt ernstig oogletsel. Zeer giftig voor in het water
levende organismen.

TRIZMA®-bufferconcentraat (Cat. nr. 3913-50ML)
TRIZMA® HCl-buffer, 1,0 mol/L. Waarschuwing. Veroorzaakt huidirritatie. Veroorzaakt
ernstige oogirritatie.

Glutaaraldehyde-oplossing (cat. nr. 3802-75ML)
Glutaaraldehyde, 4%, en boraatbuffer, 67 mmol/L, pH 7,6. (2 x 75 mL)

Hematoxyline-oplossing, Gill nr. 3 (cat. nr. GHS3-100ML)
Hematoxyline (gecertificeerd), C.I. 75290, 6 g/L, natriumjodaat, 0,6 g/L, aluminiumsulfaat,
52,8 g/L en stabilisator.

Gill gewijzigde EA-oplossing (cat. nr. 3915-100ML)

Fast Green FCF (gecertificeerd), C.I. 42053, 0,017% (w/w), eosine Y (gecertificeerd), C.I. 45380,
0,4% (w/w), alcohol, 73% (w/w), absolute methylalcohol, 25% (w/w), ijsazijn, 2% (v/v) en
fosforwolfraamzuur, 0,4% (w/w).

Scott's kraanwaterver 1itraat (cat. nr. S5134-100ML)
Bevat magnesiumsulfaat ¢ 7H20, 200 g/L, natriumbicarbonaat, 20 g/L, en conserveermiddel

Vereiste, maar niet meegeleverde speciale materialen
¢ Absolute ethanol

e Ethanol, 95%

e Waterstofperoxide, 1%

e Aceton, ACS-reagens

« Xyleen of xyleenvervanger

Opslag en stabiliteit

Bewaar de diaminobenzidine en glutaaraldehyde-oplossing in de koelkast (2-8 °C). Op de etiketten
van de reagentia staat de vervaldatum. Bewaar andere kitreagentia bij kamertemperatuur

(18-26 °C). Bescherm hematoxyline-oplossing tegen licht. Op de reagensetiketten voor
kopernitraat en Gill gewijzigde EA-oplossing staat de uiterste gebruiksdatum.

Bewaar kopernitraatoplossing en Scott's kraanwatervervangende werkoplossing bij
kamertemperatuur (18-26 °C). Bewaar TRIZMA®-werkoplossing in de koelkast (2-8 °C). Als
er troebelheid ontstaat, gooi dan de kopernitraatoplossing, TRIZMA®-bufferconcentraat en
werkoplossing, Scott's kraanwatervervangingsconcentraat en werkoplossing weg.

Bewaar glutaaraldehyde-acetonfixatief goed afgesloten in de koelkast (2-8 °C). Stabiel mits
pH tussen 7,2 en 8,0 ligt.

Verslechtering

Gooi hematoxyline-oplossing, Gill nr. 3, weg als de oplossing bruin (oxidatie aan de lucht) of paars
(verlies van zuurgraad) wordt.

Voorbereiding

Kopernitraatoplossing wordt bereid door de inhoud van 1 flacon kopernitraat op te lossen in
250 ml gede-ioniseerd water.

TRIZMAL®-werkoplossing (pH 7,6 = 0,3) wordt bereid door 1 deel TRIZMAL®-bufferconcentraat te
mengen met 9 delen gede-ioniseerd water.

De glutaaraldehydeaceton-fixatieoplossing wordt bereid door 25 mL aceton van reagenskwaliteit toe
te voegen aan 75 mL glutaaraldehyde-oplossing.

Scott's kraanwatervervangende werkoplossing wordt bereid door 1 deel Scott's
kraanwatervervangingsconcentraat te verdunnen met 9 delen gede-ioniseerd water.

Filtreer de hematoxyline-oplossing, Gill nr. 3, voor gebruik.

Voorzorgsmaatregelen

Deze IVD's zijn bedoeld voor in-vitrodiagnostisch gebruik in een klinische laboratoriumomgeving.
Deze IVD's zijn uitsluitend bestemd voor professioneel gebruik door gekwalificeerd personeel.
IVD's van Sigma-Aldrich mogen bediend worden door laboratoriumpersoneel dat opgeleid

is om om te gaan met humane monsters die infectieus kunnen zijn, microscopen en andere
laboratoriumapparatuur te gebruiken en met voldoende kleurwaarneming en gezichtsscherpte om
kleuren en andere objecten onder een microscoop te onderscheiden.

De normale voorzorgsmaatregelen bij het hanteren van laboratoriumreagentia moeten
worden opgevolgd. Voer afval af met inachtneming van alle plaatselijke, provinciale of
nationale voorschriften.

Procedure

Monsterafname

Geen enkele bekende testmethode kan volledige zekerheid bieden dat bloedmonsters of weefsel
geen infectie overdragen. Daarom moeten alle bloedderivaten of weefselmonsters als mogelijk
infectieus worden beschouwd.

Er kunnen beenmergaspiraten, perifeer bloed of buffy coat-preparaten worden gebruikt. Heparine
of EDTA kan worden gebruikt als een bevredigend antistollingsmiddel.? Niet-gefixeerde monsters
kunnen enkele maanden bij kamertemperatuur (18-26 °C) en afgeschermd van licht worden
bewaard zonder verlies van activiteit.*

Opmerking
Het wordt aanbevolen om bloedfilms van gezonde donors samen met patiéntenmonsters te
verwerken om de prestaties van het systeem te controleren.

Hoewel myeloperoxidase over het algemeen wordt beschouwd als een marker voor cellen van
myelocytaire afstamming, is het essentieel om te weten dat monocytoide cellen ook een zwakke
peroxidaseactiviteit kunnen vertonen.

Procedure
1. Los de inhoud van 1 diaminobenzidineflacon op in 50 ml TRIZMA®-werkoplossing.
2. Zet een reeks kleurpotjes op die het volgende bevatten:
¢ Glutaaraldehydeaceton-fixeeroplossing
e Diaminobenzidine-oplossing bereid in stap 1
e Kopernitraat-oplossing
e Hematoxyline-oplossing, Gill nr. 3.
e Scott's kraanwatervervangende werkoplossing
« Gill gewijzigde EA-oplossing
¢ Twee schaaltjes met 95% ethanol
e Twee schaaltjes met absolute ethanol
e Drie schaaltjes met xyleen. Zie OPMERKING na stap 18
3. Voeg vlak voor het fixeren van de objectglaasjes 0,5 ml 1% waterstofperoxide toe aan de in
stap 1 bereide diaminobenzidine-oplossing. Goed mengen.
4. Fixeer de objectglaasjes bij 4-8 °C gedurende 1 minuut in glutaaraldehydeaceton-fixeeroplossing.
5. Spoel kort (30 seconden) in gede-ioniseerd water.
6. Incubeer 45 seconden in diaminobenzidine/peroxide-oplossing, bereid in stap 3.
7. Spoel kort (30 seconden) in gede-ioniseerd water.
8. Dompel onder in een kopernitraatoplossing gedurende 2 minuten en beweeg zachtjes.
9. Spoel kort (30 seconden) in gede-ioniseerd water.
10. Dompel onder in hematoxyline-oplossing, Gill nr. 3 gedurende 8 seconden (4 dips).
11. Spoel 5 seconden met bewegen in 2 baden gede-ioniseerd water.
12. Dompel 12 seconden (6 dips) onder Scott's kraanwatervervangende werkoplossing
13. Spoel 5 seconden in 2 baden gede-ioniseerd water.
14. Dompel gedurende 1 minuut onder in Gill gewijzigde EA-oplossing.
15. Spoel in 2 baden 95% ethanol gedurende telkens 3 seconden.
16. Spoel in 2 baden absolute ethanol gedurende telkens 3 seconden.
17. Spoel in 3 baden xyleen gedurende telkens 3 seconden.
18. Inbedden in permanente inbedmiddelen en beoordeel microscopisch. De kleur zal vervagen als
de glaasjes niet ingebed zijn.
Opmerking
De procedure kan worden verkort door stappen 14-17 te schrappen. Eosinofielperoxidase verschijnt
donker roodbruin in plaats van rood-oranje. Als Gill gewijzigde EA-oplossing wordt gebruikt, moet
er worden gespoeld met alcohol en xyleen.

Prestatiekenmerken

Neutrofielen en hun precursors vertonen grijszwarte intracellulaire granulatie. Monocyten kleuren
minder intens. Eosinofielen kleuren rood-oranje terwijl basofielen blauw kleuren. Lymfocyten
vertonen geen peroxidaseactiviteit.

Bloedfilms van normale donors werden gekleurd voor myeloperoxidase volgens deze procedure en
met een benzidinemethode.! Neutrofielen vertoonden met deze procedure bruinzwarte granulatie en
met de benzidineprocedure blauwe granulatie. In beide gevallen kleurden monocyten minder intens
en vertoonden lymfocyten geen myeloperoxidaseactiviteit.

Als de waargenomen resultaten afwijken van de verwachte resultaten, neem dan contact op met de
technische dienst van Sigma-Aldrich voor assistentie.
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Analytische prestatiekenmerken Symbooldefinities

De resultaten van de analytische prestaties voor de gegeven tests, uitgevoerd op alle doelstructuren, Symbolen zoals gedefinieerd in EN ISO 15223-1:2021
bevestigen 100% gevoeligheid, specificiteit en herhaalbaarheid.

wl  Fabrikant

Catalogusnummer

Cat. Productbeschrij- Doel Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
nr. ving specificiteit gevoeligheid specificiteit gevoeligheid Raadpleeg de gebruiksaanwijzing Batchcode
3911  Diaminobenzidine Loacféﬁie\i/tan 3van3 3van 3 3van 3 3van 3 Gemachtigd vertegenwoordiger in Conformiteitsverklaring van de
ocati de Europese Gemeenschap/ c E Europese Unie (gedefinieerd in
3912 Kopernitraat Oac:til\?iie\i/:n 3van 3 3van 3 3van 3 3van 3 Europese Unie IVDR 2017/746)
TRIZMA®- " . . Medisch hulpmiddel voor
3013 TRIZMAG- - osmolaliteit 3 van 3 3van3 3van3 3van3 % Uiterste gebruiksdatum I vitrodiaghoatick
pH 3van3 3van3 3van3 3van3 jﬂr Temperatuurlimiet A Let op
Glutaaraldehyde-  Locaties van
3802 oplossing activiteit 3van3 3van3 3van3 3van3 M Productiedatum @ Importeur
Hematoxyline-
GHS3 oplossing, Gill nr. 3 Kernen 3van3 3van3 3van3 3van3 E Geeft de bevoegde vertegenwoordiger
Gill gewiiziade EA- in Zwitserland aan
3915 gewl) g Cytoplasma 3van3 3van3 3van3 3van3
oplossing
Scott's kraanwa-
S5134 tervervangingscon- Osmolaliteit 3van3 3van3 3van3 3van3 .
centraat Referenties
pH 3van3 3van 3 3van 3 3van 3 1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using

peroxidases as protein tracers. J Exp Med 124:1123, 1966

WaarSChUWIngen en gevaren 2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase in

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad en de etikettering van het product voor bijgewerkte informatie the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique.
over risico's, gevaren of veiligheid. J Histochm Cytochem 14:291, 1966
301A 3. Hanker JS, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive

phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978
4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of

acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979
P 5. Hanker JS, Chandross RJ, Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of
—_— common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980
6. Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and

Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons.
P.J. Stoward and JM Polak, Editors, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991

H225 Licht ontvlambare vloeistof en damp. 7. Gill GW, Frost JK, Miller KA: A new formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither

H272 Kan brand bevorderen: oxiderend. overstains nor requires differentiation. Acta Cytol 18:300, 1974
8. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and
H290 Kan bijtend zijn voor metalen. Pathology, Vol 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Editors, Lea and Febiger,

Philadelphia, 1981, pp 149-242
H302 + H312 + H332 Schadelijk bij contact met de huid of bij inademing.

o Contactgegevens
H315 Veroorzaakt huidirritatie.
Om een bestelling te plaatsen, bezoek onze website op SigmaAldrich.com. Ga voor technische service
H317 Kan een allergische huidreactie veroorzaken. naar de technische servicepagina op onze website: SigmaAldrich.com/techservice.

H318 Veroorzaakt ernstig oogletsel. Herzieningsgesch iedenis
H334 Kan bij inademing allergie- of astmasymptomen of ademhalingsmoeilijkheden veroorzaken.

Herz. 3.0 2014
H335 Kan irritatie van de luchtwegen veroorzaken.

Herz. 4.0 2016
H341 Verdacht van het veroorzaken van genetische schade.

Herz. 5.0 2023
H350 Kan kanker veroorzaken.

Overgezet naar nieuwe sjabloon met huidige huisstijl. Gespecificeerd voor professioneel
H360 Kan de vruchtbaarheid schaden. Kan het ongeboren kind schaden. gebruik in bedoeld gebruik en voorzorgsmaatregelen. Herzien beoogd gebruik
om aan te sluiten bij IVDR-richtlijnen. Veiligheidsinformatieblad bijgewerkt tot
veiligheidsinformatieblad. Contactgegevens bijgewerkt. Instructie om CLSI te volgen
voor monsterafname verwijderd. EN 980 verwijderd en gewijzigd in
EN ISO 15223-1:2021 voor symbolen. Contactinformatie over melding ongewenste
H410 Zeer giftig voor in het water levende organismen, met langdurige gevolgen. voorvallen toegevoegd. Waarschuwingen en gevaren toegevoegd.

CH-REP informatie toegevoegd.

H370 Veroorzaakt schade aan organen.

H373 Kan bij inslikken schade aan organen veroorzaken bij langdurige of herhaalde blootstelling.

P201 Alvorens te gebruiken, de speciale aanwijzingen raadplegen.

P210 Verwijderd houden van warmte, hete oppervlakken, vonken, open vuur en andere
ontstekingsbronnen. Verboden te roken.

P220 Van kleding en andere brandbare materialen verwijderd houden.
P260 Stof/rook/gas/nevel/damp/spuitnevel niet inademen.
P273 Voorkom lozing in het milieu.

P280 Draag beschermende handschoenen/beschermende kleding/oogbescherming/
gezichtsbescherming.

P304 + P340 + P312 NA INADEMING: Breng de persoon in de frisse lucht en zorg dat hij
comfortabel kan ademen. Bel een ANTIGIFCENTRUM/arts als u zich onwel voelt.

P305 + P351 + P338 + 310 BIJ CONTACT MET DE OGEN: Spoel zachtjes af met water gedurende
enkele minuten. Contactlenzen verwijderen, indien aanwezig en gemakkelijk te doen. Blijven
spoelen. Bel onmiddellijk een ANTIGIFCENTRUM of een arts.

P308 + P311 BIJ blootstelling of ongerustheid: Bel een ANTIGIFCENTRUM of een arts.

P370 + P378 In geval van brand: Blussen met droog zand, droog chemisch product of

alcoholbestendig schuim. Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
. .. . . R 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271
Als zich tijdens het gebruik van dit apparaat of als gevolg van het gebruik ervan St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
een ernstig incident heeft voorgedaan, meld dit dan aan de fabrikant en/of zijn an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany
gemachtigde vertegenwoordiger en aan uw nationale autoriteit. Darmstadt, Germany

+1(314) 771-5765
MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau
Switzerland
De Initial M en Sigma-Aldrich zijn handelsmerken van Merck KGaA, Darmstadt, Duitsland of gelieerde

ondernemingen. Alle andere handelsmerken zijn eigendom van hun respectieve eigenaars. Gedetailleerde
informatie over handelsmerken is beschikbaar via openbaar toegankelijke bronnen.

© 2023 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.



Rev. 5.0, 91768-LS, 2023

Sigma-Aldrich.

Navodila za uporabo

Komplet za levkocitno
peroksidazo (mieloperoksidazo)

Postopek sSt. 391

Ce MRRCK

Predvidena uporaba

Komplet peroksidaze Sigma-Aldrich (mieloperoksidaza) je namenjen uporabi kot splosno
laboratorijsko histokemicno barvilo za dokazovanje levkocitne peroksidaze. Komplet za peroksidazo
(mieloperoksidazo) je namenjen samo za profesionalno »diagnosti¢no uporabo in vitro«. Ta ro¢ni,
kvalitativni postopek doloca polimorfonukleocite v filmih krvi ali kostnega mozga ¢loveskih vzorcev.
Histoloska vizualizacija in identifikacija polimorfonukleocitov je edinstvena tehnika, ki se trenutno
pogosto uporablja v medicini.

Diaminobenzidin (DAB) kot nadomestek benzidina za citokemijo s peroksidazo (mieloperoksidazo)
ima manjso tinktorsko mo¢ kot benzidin.'? Zaradi tega je DAB za histokemike veliko manj
priviagen. Vendar so Hanker in sodelavci izbolj$ali metodologijo DAB in jo naredili primernejso

za razlikovanje granulocitov, njihovih prekurzorjev in monocitov od celic limfoidnega izvora.>®

Po njihovi modifikaciji se rjavi reakcijski produkt najprej okrepi z bakrovimi solmi, nato se uporabi
Gillovo modificirano barvilo Papanicolaou, kar povzrodi intenzivne sivocrne granule na mestih
mieloperoksidaze nevtrofilcev in monocitov.”

Postopek Sigma-Aldrich je podoben tistemu, ki ga je razvil Hanker, in vkljucuje naslednje reakcije:

DAB + H,0, MP > Oksidirani DAB (svetlo rjavi pigment)

Oksidirani DAB + Cu(NO,), — Sivo-¢rni pigment

Pri obdelavi z Gillovim modificiranim barvilom Papanicolaou se reakcijski produkt Se okrepi,
nevtrofilci, eozinofilci in bazofilci pa dobijo znacilno barvo. Opozoriti je treba, da so dokazi o
rakotvornosti DAB dvoumni, dobra laboratorijska praksa pa bi morala izkljuciti vsako morebitno
nevarnost.®

Reagenti

Diaminobenzidin (kat. st. 3911-1VL)

Diaminobenzidin tetrahidroklorid, 25 mg/vialo (10 vial). Nevarno. Sum povzrocitve genetskih okvar.
Lahko povzroci ralga. Pred uporabo pridobite posebna navodila. Po potrebi uporabljajte osebno
zascitno opremo. Ce ste izpostavljeni ali zaskrbljeni: Pois¢ite zdravnisko pomoc/oskrbo.

Bakrov nitrat (kat. §t. 3912-1VL)

Bakrov nitrat, 625 mg/vialo (2 viali). Nevarno. Lahko okrepi pozar; oksidativna snov. Zdravju
Skodljivo pri zauzitju. Povzroca drazenje koze. Povzroca hude poskodbe oci. Zelo strupeno za
vodne organizme.

Koncentrat pufra TRIZMA® (kat. $t. 3913-50ML)
TRIZMA®-HCI pufer, 1,0 mol/l. Opozorilo. Povzroéa drazenje koze. Povzro¢a hudo drazenje odi.

Raztopina glutaraldehida (kat. st. 3802-75ML)
4-odstotni glutaraldehid in boratni pufer, 67 mmol/l, pH 7,6. (2 x 75 ml)

Raztopina hematoksilina, Gill $t. 3 (kat. st. GHS3-100ML)
Hematoksilin (certificiran), C.I. 75290, 6 g/I, natrijev jodat, 0,6 g/I, aluminijev sulfat, 52,8 g/I,
in stabilizator.

Gillova modificirana raztopina EA (kat. st. 3915-100ML)

Fast Green FCF (certificirano), C.I. 42053, 0,017 % (m/v), Eosin Y (certificirano), C.I. 45380,
0,4 % (m/v), alkohol, 73 % (vol%), absolutni metilni alkohol, 25 % (vol%), ledocetna kislina,
2 % (vol%), in fosfovolframova kislina, 0,4 % (m/v).

Scottov koncentrat nadomestka vode iz pipe (kat. st. S5134-100ML)
Vsebuje magnezijev sulfat « 7H20, 200 g/I, natrijev bikarbonat, 20 g/I, in konzervans

Posebni materiali, ki so potrebni, vendar niso priloZzeni
e Absolutni etanol

e Etanol, 95 %

e Vodikov peroksid, 1 %

e Aceton, reagent ACS

¢ Ksilen ali nadomestek ksilena

Shranjevanje in stabilnost

Raztopino diaminobenzidina in glutaraldehida hranite v hladilniku (2-8 °C). Na oznakah reagentov
je naveden datum izteka roka uporabnosti. Druge reagente iz kompleta shranjujte pri sobni
temperaturi (18-26 °C). Raztopino hematoksilina zascitite pred svetlobo. Na oznakah reagentov za
bakrov nitrat in Gillovo modificirano raztopino EA je naveden datum izteka roka uporabnosti.

Raztopino bakrovega nitrata in delovno raztopino Scott’s Tap Water Substitute Concentrate hranite
pri sobni temperaturi (18-26 °C). Delovno raztopino TRIZMA® hranite v hladilniku (2-8 °C).

Ce se pojavi motnost, zavrzite raztopino bakrovega nitrata, koncentrat pufra TRIZMA® in delovno
raztopino ter koncentrat in delovno raztopino Scottovega nadomestka vode iz pipe.

Glutaraldehidno-acetonski fiksativ hranite v hladilniku (2-8 °C). Stabilen, ¢e je pH med 7,2 in 8,0.

Poslabsanje kakovosti

Ce raztopina postane rjava (oksidacija na zraku) ali vijoli¢na (izguba kislosti), raztopino
hematoksilina, Gill $t. 3, zavrzite.

Priprava

Raztopino bakrovega nitrata pripravite tako, da v 250 ml deionizirane vode raztopite vsebino 1 viale
bakrovega nitrata.

Delovno raztopino TRIZMA® (pH 7,6 + 0,3) pripravite z razred¢enjem 1 volumna koncentriranega
pufra TRIZMA® z 9 volumni deionizirane vode.

Glutaraldehidno-acetonsko fiksirno raztopino pripravimo tako, da 75 ml glutaraldehidne raztopine
dodamo 25 ml acetona reagencne kakovosti.

Delovna raztopina Scottovega nadomestka vode iz pipe se pripravi z razredéenjem 1 volumna
koncentrata Scottovega nadomestka vode iz pipe z 9 volumni deionizirane vode.

Pred uporabo filtrirajte raztopino hematoksilina, Gill st. 3.

Previdnostni ukrepi

Ti izdelki IVD so namenjeni za diagnosti¢no uporabo in vitro v klinicnem laboratoriju. Ti izdelki IVD

so namenjeni le strokovni uporabi s strani usposobljenega osebja. Z napravami Sigma-Aldrich IVD

lahko upravlja laboratorijsko osebje, ki je usposobljeno za ravnanje s ¢loveskimi vzorci, ki so lahko
kuzni, za uporabo mikroskopov in druge laboratorijske opreme ter ima sposobnost zaznavanja barv
in ostrino vida za razlikovanje barv in drugih predmetov pod mikroskopom.

Upostevati je treba obicajne previdnostne ukrepe pri ravnanju z laboratorijskimi reagenti. Odpadke
odstranite v skladu z vsemi lokalnimi, drzavnimi, pokrajinskimi ali nacionalnimi predpisi.

Postopek

Zbiranje vzorcev

Nobena znana testna metoda ne more dati popolnega zagotovila, da vzorci krvi ali tkiva ne bodo
prenesli okuzbe. Zato je treba vse krvne derivate ali tkivne vzorce obravnavati kot potencialno kuzne.

Uporabi se lahko aspirat kostnega mozga, periferna kri ali preparati buffy coat. Heparin ali EDTA
sta zadovoljiva antikoagulanta.> Nefiksirane vzorce lahko hranite pri sobni temperaturi (18-26 °C),
zascitene pred svetlobo, ve¢ mesecev brez izgube aktivnosti.*

Opomba

Priporodljivo je, da se krvni filmi, pridobljeni iz zdravih darovalcev, obdelujejo skupaj z vzorci
bolnikov, da se spremlja delovanje sistema.

Ceprav mieloperoksidaza na splo$no velja za oznacevalec celic mielocitne linije, se je treba
zavedati, da imajo lahko tudi monocitoidne celice Sibko peroksidazno aktivnost.

Postopek
1. Vsebino 1 viale z diaminobenzidinom raztopite v 50 ml delovne raztopine TRIZMA®.
2. Pripravite serijo kozarcev za barvanje, ki vsebujejo naslednje:
¢ Glutaraldehidno-acetonska fiksirna raztopina
e Raztopina diaminobenzidina, pripravljena v koraku 1
e Raztopina bakrovega nitrata
e Raztopina hematoksilina, Gill t. 3.
* Delovna raztopina Scottovega nadomestka za vodo
¢ Modificirana raztopina Gill EA
e Dve posodi s 95-odstotnim etanolom
e Dve posodi z absolutnim etanolom
e Tri posode s ksilenom. Glejte OPOMBO, ki sledi 18. koraku.
3. Neposredno pred fiksiranjem preparatov dodajte 0,5 ml 1-odstotnega vodikovega peroksida v
raztopino diaminobenzidina, pripravljeno v koraku 1. Dobro premesajte.
4. Stekelca 1 minuto fiksirajte pri 4-8 °C v glutaraldehidno-acetonski fiksacijski raztopini.
5. Na kratko (30 sekund) sperite v deionizirani vodi.
6. Inkubirajte 45 sekund v raztopini diaminobenzidina in peroksida, pripravljeni v koraku 3.
7. Na kratko (30 sekund) sperite v deionizirani vodi.
8. Potopite v raztopino bakrovega nitrata za 2 minuti z rahlim mesanjem.
9. Na kratko (30 sekund) sperite v deionizirani vodi.
10. Potopite v raztopino hematoksilina, Gill st. 3, za 8 sekund (4 potopitve).
11. Izpirajte v 2 izmenjavah deionizirane vode 5 sekund z mesanjem.
12. Za 12 sekund (6 potopitev) potopite v delovno raztopino Scottovega nadomestka vode iz pipe.
13. 5 sekund spirajte v 2 menjavah deionizirane vode.
14. Za 1 minuto jih potopite v modificirano raztopino Gill EA.
15. Izperite v 2 menjavah 95-odstotnega etanola po 3 sekunde.
16. Izperite v 2 menjavah absolutnega etanola po 3 sekunde.
17. Izperite v 3 menjavah ksilena po 3 sekunde.
18. Pritrdite jih v trajno sredstvo za pritrjevanje in jih mikroskopsko preglejte. Barva bo zbledela,
Ce stekelca ne bodo pritrjena.
Opomba
Postopek lahko skraj$ate tako, da odpravi;e korake 14-17. Eozinofilna peroksidaza bo namesto
rdeCe-oranzne videti temno rdece-rjava. Ce se uporablja modificirana raztopina Gill EA, je treba
vkljuciti izpiranje v alkoholu in ksilenu.

Znacdilnosti delovanja

Nevtrofilci in njihovi prekurzorji imajo sivo-¢rno znotrajceli¢no granulacijo. Monociti se obarvajo
manj intenzivno. Eozinofilci se obarvajo rdece-oranzno, bazofilci pa modro. Limfociti ne kazejo
peroksidazne aktivnosti.

Krvne filme, pridobljene iz normalnih darovalcev, smo obarvali za mieloperoksidazo po tem
postopku in po benzidinski metodi.! Nevtrofilci so po tem postopku pokazali rjavo-¢rne granulacije,
po benzidinski metodi pa modre granulacije. V obeh primerih so se monociti obarvali manj
intenzivno, limfociti pa niso pokazali mieloperoksidazne aktivnosti.

Ce opazeni rezultati odstopajo od pri¢akovanih, se za pomo¢ obrnite na oddelek za tehniéno pomo¢
podjetja Sigma-Aldrich.
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Znacilnosti analiti¢ne ucdinkovitosti

Rezultati analiti¢ne ucinkovitosti za dane teste, opravljene na vseh ciljnih strukturah, potrjujejo
100-odstotno obcutljivost, specifi¢nost in ponovljivost.

Definicije simbolov
Simboli, kot so opredeljeni v standardu EN ISO 15223-1:2021

N Proizvajalec Kataloska Stevilka

[REF]
Kat. Opis izdelka Cilj Specifi¢- Obéutlji- Specifié¢- Obéutljivost -
st. nost znot-  vost znot- nost med med testi Natan&no preberite navodila "
raj testa raj testa testi EE] 2a uporabg Koda serije
N -~ Lokacije
3911 Diaminobenzidin aktivnosti 30d3 3od3 30d3 30d3 Pooblasceni zastopnik v Evropski c E Izjava Evropske unije o skladnosti
i Lokacije skupnosti/Evropski uniji (opredeljena v IVDR 2017/746)
3912 Bakrov nitrat aktivnosti 3o0d3 3od3 3o0d3 3od3
Medicinski diagnosti¢ni pripomocek
Koncentrat pufra Osmolal- g Rok uporabe Lo
3913 TRIZMA® nost 30d3 3od3 3o0d3 3od3 - in vitro
pH 3o0d3 3o0d3 30d3 3od3 ,ﬂ’ Temperaturna omejitev & Pozor
Raztopina Lokacije K .
3802 glutaraldehida aktivnosti 30d3 30d3 30d3 3od3 dl Datum izdelave % Uvoznik
Raztopina h toksi- v vy .
GHs3 Rez ;i)ﬁér,\aGi“egrg.a; sl Jedra 3o0d3 30d3 30d3 30d3 E Ozéngcyje pooblascenega zastopnika
PP B - vV Svicl
Modificirana raztopina Citoplaz-
3915 Gill EA ma 30d3 30d3 30d3 30d3
Scottov koncentrat Reference

S5134 nador}mze;itlgg vode nost 30d3 3od3 30d3 30d3 1. Graham RC, Karnovsky MJ: Glomerular permeability. Ultrastructural cytochemical studies using

i i . JExp Med 124:1123, 1
pH 30d3 30d3 30d3 30d3 peroxidases as protein tracers. J Exp Med 3, 1966

Opozorila in nevarnosti

Vse posodobljene informacije o tveganju, nevarnosti ali varnosti najdete na varnostnem listu in
oznaki izdelka.

391A:

OO

H225 Lahko vnetljiva tekocina in hlapi.

H272 Lahko okrepi pozar; oksidativna snov.

H290 Lahko je jedko za kovine.

H302 + H312 + H332 Zdravju skodljivo pri zauzitju, stiku s koZo ali vdihavanju.

H315 Povzroca drazenje koze.

H317 Lahko povzroci alergijski odziv koze.

H318 Povzroca hude poskodbe odi.

H334 Lahko povzroci simptome alergije ali astme ali tezave z dihanjem pri vdihavanju.
H335 Lahko povzrodi drazenje dihalnih poti.

H341 Sum povzrocitve genetskih okvar.

H350 Lahko povzroci raka.

H360 Lahko Skoduje plodnosti. Lahko $koduje nerojenemu otroku.

H370 Skoduje organom.

H373 Pri dolgotrajni ali ponavljajodi se izpostavljenosti lahko ob zauZitju povzro¢i poskodbe organov.
H410 Zelo strupeno za vodne organizme, z dolgotrajnimi ucinki.

P201 Pred uporabo pridobiti posebna navodila.

P210 Hraniti lo¢eno od vrocine, vrocih povrsin, isker, odprtega ognja in drugih virov vziga. Kajenje
je prepovedano.

P220 Hraniti lo¢eno od obladil in drugih vnetljivih materialov.

P260 Ne vdihavati prahu/dima/plina/meglice/hlapov/razprsila.

P273 Prepreiti sprosc¢anje v okolje.

P280 Nositi zascitne rokavice/zas¢itno obleko/zascito za oéi/zas¢ito za obraz.

P304 + P340 + P312 PRI VDIHAVANJU: Prenesti osebo na svez zrak in jo pustiti v udobnem
polozaju, ki olajsa dihanje. Ob slabem pocutju pokli¢ite CENTER ZA ZASTRUPITVE/zdravnika.

P305 + P351 + P338 + P310 PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj minut. Odstranite
kontaktne lece, ¢e jih imate in Ce to lahko storite brez tezav. Nadaljujte z izpiranjem. Takoj pokli¢ite
CENTER ZA ZASTRUPITVE/zdravnika.

P308 + P311 PRI izpostavljenosti ali sumu izpostavljenosti: Pokli¢cite CENTER ZA ZASTRUPITVE/
zdravnika.

P370 + P378 Ob pozaru: Za gasenje se uporabi suh pesek, suho kemikalijo ali peno, odporno proti
alkoholu.

Ce je med uporabo te naprave ali kot posledica njene uporabe pri$lo do resnega
incidenta, o tem obvestite proizvajalca in/ali njegovega pooblaséenega zastopnika
ter ustrezen drzavni organ.

2. Graham RC, Karnovsky MJ: The early stages of absorption of injected horseradish peroxidase in
the proximal tubules of mouse kidney: Ultrastructural cytochemistry by a new technique.
J Histochm Cytochem 14:291, 1966

3. Hanker JS, Laszlo J, Moore JO: The light microscopic demonstration of hydroperoxidase-positive
phi bodies and rods in leukocytes in acute myeloid leukemia. Histochemistry 58:241, 1978

4. Hanker JS, Ambrose WW, James CJ, et al: Facilitated light microscopic cytochemical diagnosis of
acute myelogenous leukemia. Cancer Res 39:1635, 1979

5. Hanker JS, Chandross RJ, Weatherly NF et al: Medusa cells: The morphology and cytochemistry of
common amoeboid variants of eosinophils. Histochem J 12:701, 1980
6. Hanker JS, Giammara BL: Haematology: Some Advances and Insights from Histocytochemical and

Molecular Biological Studies of Haemoproteins, IN Histochemistry: The Widening Horizons.
P.J. Stoward and JM Polak, Editors, John Wiley & Sons Ltd., Sussex, 1991
Gill GW, Frost JK, Miller KA: A new formula for a half-oxidized hematoxylin solution that neither
overstains nor requires differentiation. Acta Cytol 18:300, 1974

8. Marmont AM, Damasio E, Zucker-Franklin D: Neutrophils. IN Atlas of Blood Cells - Function and
Pathology, Vol 1, D Zucker-Franklin, MF Greaves, CE Grossi, AM Marmont, Editors, Lea and Febiger,
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Kontaktni podatki

Ce Zelite oddati narotilo, obié¢ite nade spletno mesto SigmaAldrich.com. Ce Zelite tehni¢no pomog,
obiscite stran tehni¢nega servisa na nasem spletnem mestu SigmaAldrich.com/techservice.

Zgodovina revizij

Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Preneseno v novo predlogo s trenutno blagovno znamko. Navedeno za poklicno uporabo
v okviru predvidene uporabe in previdnostnih ukrepov. Revidiran je namen uporabe za
uskladitev s smernicami IVDR. Posodobljen je varnostni list materiala v varnostni list.
Posodobljeni so kontaktni podatki. Odstranjeno je navodilo, da je treba pri zbiranju
vzorcev upostevati standard CLSI. Odstranjen je standard EN 980 in za simbole
spremenjen v standard EN ISO 15223-1:2021. Dodani so kontaktni podatki v primeru
nezelenih dogodkov. Dodana so opozorila in nevarnosti. Dodane so bile informacije o
zastopniku v Svici.
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