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Intended Use

Sigma-Aldrich Naphthol AS-D Chloroacetate Esterase and a-Naphthyl Acetate Esterase kits are
intended as a general laboratory use histological stain. Naphthol AS-D chloroacetate esterase
and a-naphthyl acetate esterase reagents are for professional “In Vitro Diagnostic Use” only. This
manual, qualitative, histochemical procedure demonstrates naphthol AS-D chloroacetate esterase
and a-naphthyl acetate esterase activity in leukocytes of human blood, bone marrow films, or
tissue touch preparations. Histological visualization of leucocyte cellular esterases is a unique
technique currently commonly used in medicine.

Cellular esterases are ubiquitous, apparently representing a series of different enzymes acting upon
select substrates. Under defined reaction conditions, it may be possible to determine hemopoietic
cell types, using specific esterase substrates. The described methods provide hematologists and
hematopathologists means of distinguishing granulocytes from monocytes.!”

To perform the test, blood, bone marrow films or tissue touch preparations are incubated with
either naphthol AS-D chloroacetate (NCAE) or a-naphthyl acetate (NAE) in the presence of freshly
formed diazonium salt. Enzymatic hydrolysis of ester linkages liberates free naphthol compounds.
These couple with the diazonium salt, forming highly colored deposits at sites of enzyme activity.

Most recent procedures, including those provided by Sigma-Aldrich, employ stable diazonium salts.
These are formed by reacting an arylamine with sodium nitrite in an acid medium.® The resulting
diazonium chloride (usually unstable) can then be treated with compounds such as zinc chloride,
zinc sulfate or naphthalene-1-6-disulfonate, forming stable salts. These stabilizers may exert
marked inhibition on some enzymatic systems, whereas the diazonium chlorides are less inhibitory.®
For this reason, Sigma-Aldrich now provides stable solutions for Fast Red Violet LB Base, Fast Blue
BB Base and Sodium Nitrite for esterase cytochemistry. To further simplify these methods, stable
solutions of Naphthol AS-D Chloroacetate and a-Naphthyl Acetate are included. The availability of
these stable solutions allows the customer to adjust working reagent volumes according to needs,
eliminating waste.

Reagents

Naphthol AS-D Chloroacetate Solution (Cat. No. 911-10ML)

Naphthol AS-D chloroacetate, 8 mg/mL, and stabilizer. Warning. Causes eye irritation. IF IN EYES:
Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact lenses, if present and easy to do.
Continue rinsing.

Fast Red Violet LB Base Solution (Cat. No. 912-10ML)
Fast red violet LB base, 15 mg/mL, in 0.4 mol/L hydrochloric acid with stabilizer. Danger. Causes
severe skin burns and eye damage. Wear protective gloves/eye protection/face protection.

TRIZMAL™ 6.3 Concentrate (Cat. No. 913-50ML)

TRIZMA® maleate, 1 mol/L, with surfactant. pH 6.3 + 0.15 at 25°C. Danger. Causes skin irritation.
May cause allergic skin reaction. Causes serious eye damage. Wear protective gloves/eye
protection/face protection.

Sodium Nitrite Solution (Cat. No. 914-10ML)
Sodium nitrite, 0.1 mol/L

Citrate Solution (Cat. No. 915-50ML)
Citric acid, 18 mmol/L, sodium citrate, 9 mmol/L, sodium chloride, 12 mmol/L, with surfactant. pH
3.6 £ 0.1 at 25°C

a-Naphthyl Acetate Solution (Cat. No. 916-10ML)

a-Naphthyl acetate, 12.5 mg/mL, in methanol solution with stabilizers. Danger. Flammable
liquid and vapour. Toxic if swallowed. Harmful in contact with skin or if inhaled. Causes mild skin
irritation. Causes serious eye irritation. Causes damage to organs.

Fast Blue BB Base Solution (Cat. No. 917-10ML)

Fast blue BB base, 15 mg/mL, C.I. 37175 in 0.4 mol/L hydrochloric acid with stabilizers. Warning.
Harmful if swallowed. Causes mild skin irritation. Causes serious eye irritation. IF IN EYES: Rinse
cautiously with water for several minutes. Remove contact lenses, if present and easy to do.

TRIZMAL™ 7.6 Concentrate (Cat. No. 918-50ML)

TRIZMA® maleate, 1 mol/L, with surfactant. pH 7.6 + 0.15 at 25°C. Danger. Causes skin irritation.
Causes serious eye damage. May cause allergy or asthma symptoms or breathing difficulties if
inhaled. May cause respiratory irritation. Harmful to aquatic life.

Hematoxylin Solution Gill No. 3 (Cat. No. GHS3-50ML)

Certified hematoxylin, 6.0 g/L, C.I. 75290, sodium iodate, 0.6 g/L, and aluminum sulfate, 52.8 g/L,
with stabilizers. Danger. Harmful if swallowed. Causes serious eye damage. Wear protective gloves/
eye protection/face protection.

Sodium Fluoride Solution (Cat. No. 919-25ML)
Sodium Fluoride, 20 g/L. Warning. Harmful if swallowed. Causes mild skin irritation.

Special Materials Required but Not Provided

e Acetone, ACS Reagent

e Formaldehyde, 37%, ACS

e Sodium Fluoride Solution, Cat. No. 919-25ML (Required for a-Naphthyl Acetate Esterase with
Fluoride Inhibition Procedure.)

Storage and Stability

Store Hematoxylin Solution Gill No. 3 at room temperature (18-26°C) protected from light. Store
other reagents in refrigerator (2-8°C).

TRIZMAL™ 6.3 Concentrate, TRIZMAL™ 7.6 Concentrate and Citrate Solution are suitable for use
in the absence of microbial growth. Other reagents are stable until expiration date shown on the
labels.

Deterioration
Discard TRIZMAL™ Concentrate and Citrate Solution if microbial growth is evident. Discard

Hematoxylin Solution Gill No. 3 if solution turns brown (over-oxidized from air) or purple (loss of
acidity).

Preparation

Warm all reagents to room temperature (18-26°C) before use. Esterase reagents are provided
ready for use.

Citrate-Acetone-Formaldehyde Fixative: To 25 mL Citrate Solution, add 65 mL Acetone and 8
mL 37% Formaldehyde. Place in glass bottle and cap tightly. Store in refrigerator (2-8°C). Bring
to room temperature (18-26°C) prior to use. Stable up to 4 weeks if stored tightly capped in
refrigerator.

Precautions

The IVDs included in these kits 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.

Blood, bone marrow films, tissue touch preparation and cytocentrifuge preparations may be used
with both a-naphthyl acetate esterase and naphthol AS-D chloroacetate esterase. Either EDTA or
heparin will serve as an anticoagulant.® Frozen and paraffin embedded tissues may be used with
naphthol AS-D chloroacetate esterase. a-Naphthyl acetate esterase may be used successfully on
frozen tissue sections.'® Blood or bone marrow films may be stored fixed at room temperature
(18-26°C) for several weeks or unfixed for several days without appreciable change in activity.*° Do
not ship whole blood for assay at other laboratories. Send fixed or unfixed slides. Slides should be
kept cool during transit. Allow films to dry at least 1 hour prior to fixation.

Limitations of the Procedure

The described procedures are performed at 37°C. If reagents are not at this temperature, weak
or negative reactions may be obtained. It is recommended that temperatures be checked with
an accurate thermometer. Controlled temperature water baths are more efficient than warm air
incubators and should be used for enzyme cytochemical methods. Heat transfer through glass is
more rapid than through plastic, thus, glass Coplin jars should be employed.

Many enzyme systems are sensitive to minute traces of detergent. Washing glassware with dilute
bleach followed by rinsing in copious quantities of deionized water will prevent detergent effect
upon cellular enzymes.

The fixative system described in the “"Reagents” section contains formaldehyde. If fixative is not
completely removed by vigorous rinsing, any amount of aldehyde, either concentrated on air-dried
slides or trace amounts from wet slides, added to the incubation system may result in enzyme
inhibition. To prevent loss of blood film during the rinse process, direct the water stream onto the
slide above the feather edge. Rinse both sides of the slide.

Results are based on a certain degree of subjective interpretation. Individual laboratories should
establish their own normal ranges.

Notes

Users of Sigma Kits 390A and 91C should exercise caution when using
TRIZMA® Buffer Concentrates Catalog Nos. 913 and 903C as they are not
interchangeable. Use of incorrect buffer will result in a negative reaction.

Procedure
The described procedures are performed at 37°C.

Naphthol AS-D Chloroacetate Esterase Procedure

1. Prewarm sufficient deionized water for substrate use to 37°C. Check temperature before use.

2. Immediately prior to fixation, add 1 mL Sodium Nitrite Solution to 1 mL Fast Red Violet LB
Base Solution in a test tube. Mix gently by inversion and allow to stand 2 minutes. Active
evolution of gas bubbles should be avoided.

3. Add solution from Step 2 to 40 mL prewarmed deionized water from Step 1.

Add 5 mL TRIZMAL™ 6.3 Buffer Concentrate. (See “Note"”)

5. Add 1 mL Naphthol AS-D Chloroacetate Solution. The solution should turn red. Mix well and
pour into Coplin jar.

6. Bring Citrate-Acetone-Formaldehyde (CAF) Solution to room temperature (18-26°C). Fix slides
by immersing in CAF solution for 30 seconds.

7. Rinse slides thoroughly in running deionized water for 45-60 seconds, then place in solution
from Step 5. Do not allow slides to dry.

8. Incubate for 15 minutes, at 37°C protected from light.

9. After 15 minutes, remove slides and rinse thoroughly in deionized water for at least 2 minutes.

10. Counterstain 2 minutes in Hematoxylin Solution, Gill No. 3.

11. Rinse in tap water and air dry.

12. Evaluate microscopically. If coverslipping is required use only an aqueous mounting media.

Notes

e For use with Columbia jars, divide reagent volumes by 5.

o If substrate (See Step 5) appears turbid bring to room temperature (18-26°C) and mix well.

« If slides have been prefixed and stored, skip fixation (Steps 6 and 7) and begin staining of dry,
prefixed slides at Step 8.

»
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a-Naphthyl Acetate Esterase Procedure

1. Prewarm sufficient deionized water for substrate use to 37°C. Check temperature before use.

2. Immediately prior to fixation, add 1 mL Sodium Nitrite Solution to 1 mL Fast Blue BB Base Solution
in a test tube. Mix by inversion and allow to stand at least 2 minutes. The color will change from
dirty brown to deep yellow. Active evolution of gas bubbles should be avoided.

3. Add solution from Step 2 to 40 mL prewarmed deionized water from Step 1.

4. Add 5 mL TRIZMAL™ 7.6 Buffer Concentrate.

5. Add 1 mL a-Naphthyl Acetate Solution. The solution should turn greenish. Mix well and pour into
Coplin jar.

6. Bring Citrate-Acetone-Formaldehyde (CAF) Solution to room temperature (18-26°C). Fix slides by
immersing in CAF solution for 30 seconds. Agitate slides vigorously for the last 5 seconds.

7. Rinse slides thoroughly in running deionized water for 45-60 seconds, then place in solution from
Step 5. Do not allow slides to dry.

8. Incubate for 30 minutes at 37°C protected from light.

9. After 30 minutes, remove slides and rinse thoroughly for at least 2 minutes in running deionized
water.

10. Counterstain 2 minutes in Hematoxylin Solution, Gill No. 3.

11. Rinse in tap water and air dry.

12. Evaluate microscopically. If coverslipping is required use only an aqueous mounting media.

Notes

e For use with Columbia jars, divide reagent volumes by 5.

« If substrate (See Step 5) appears turbid bring to room temperature (18-26°C) and mix well.

« If slides have been prefixed and stored, skip fixation (Steps 6 and 7) and begin staining of dry,
prefixed slides at Step 8.

Double Staining Esterase Procedure

1. Perform a-Naphthyl Acetate Esterase test as described in Procedure. Do not counterstain.

2. Rinse slide 5 minutes in deionized water.

3. Perform Naphthol AS-D Chloroacetate Esterase test as described in Procedure Steps 1-12. Omit
Step 6.

Note

Fast Blue BB Base Solution may be substituted for Fast Red Violet LB Base Solution if blue granulation is
preferred for Naphthol AS-D Chloroacetate Esterase.

a-Naphthyl Acetate Esterase with Fluoride Inhibition Procedure

Although a-naphthyl acetate esterase is found primarily in cells of monocytic lineage when performed
as described, it should be recognized that megakaryocytes and erythroid precursors are positive for this
enzyme.!* Lymphocytes and some mature granulocytes also show occasional positivity. To differentiate
these cells conclusively from monocytes, sodium fluoride is incorporated with the incubation system.
The monocyte enzyme is inactivated in the presence of this compound.!? The following procedure may
be used to perform the fluoride inhibition test.

1. To 2 mL Fast Blue BB Base Solution add 2 mL Sodium Nitrite Solution. Mix gently by inversion.
Allow to stand 2 minutes.
2. Label 2 beakers A and B, and add the following:

Beaker A Beaker B
Prewarmed 37°C deionized water 40 mL 40 mL
Diazotized Fast Blue BB from Step 1 2 mL 2 mL
TRIZMAL™ 7.6 Concentrate 5mL 5mL
a-Naphthyl Acetate Solution 1mL 1mL
Sodium Fluoride Solution - 1mL

3. Mix well and pour into Coplin jars labeled A and B.
4. Proceed as described in Steps 6-12 of a-Naphthy| Acetate Esterase Procedure.

Performance Characteristics

Method of Scoring
Scan the film and select a thin area with few erythrocytes. Sites of Naphthol AS-D Chloroacetate

Esterase activity will appear as bright red granulation, a-Naphthyl Acetate Esterase as black granulation.

Rate from 0 to 4+ on the basis of quantity and intensity of individual dyes within the cytoplasm of the
respective cell types. Characteristics of scoring are based on somewhat subjective interpretation. A
suggested scoring format is presented in Table 1. Conclusions center on relative presence or absence of
staining.

Table 1. Characteristics of Scoring

Cell Rating Staining Intensity Interpretation
0+ None -
1+ Faint to Moderate +
2+ Moderate to Strong +
3+ Strong +
4+ Brilliant +

Expected Observations

Naphthol AS-D Chloroacetate Esterase

(Fast Red Violet LB) - Enzyme is usually considered specific for cells of granulocytic lineage. Sites of
activity show bright red granulation. Activity is weak or absent in monocytes and lymphocytes.

a-Naphthyl Acetate Esterase

(Fast Blue BB) - Enzyme is detected primarily in monocytes, macrophages and histiocytes, and
is virtually absent in granulocytes. Monocytes should show black granulation. Lymphocytes may
occasionally exhibit enzyme activity.

Double Staining Esterase

Specimens taken through the double staining procedure will demonstrate the granulocytes with red
granulation and monocytes with black granulation.

a-Naphthyl Acetate Esterase with Fluoride Inhib

All cells of monocytic lineage will be negative for enzyme activity, with the exception of differentiated
histiocytes or specialized macrophages in tissue which may also be resistant to sodium fluoride.*®

Quality Control

The reagent system should be monitored by the use of positive and negative control slides.

Positive control slides may be prepared from specific cell lines known to be positive.

Alternately, anti-coagulated blood from normal specimens (preferably with increased monocyte count if
using a-naphthyl acetate esterase procedure) may also be used; however, they will provide less intense
staining and will have fewer positive cells.

Known negative patient slides may be used as a negative control. If unavailable, staining a specimen
in an incubation mixture with the substrate omitted will give the desired results. However, use of the
former is highly recommended.

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

Analytical Performance Characteristics

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

Cat. Product Target Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
No Description Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity
Naphthol AS-D ’
911 Chloroacetate ilcttei\s/i;)f 30of 3 30of 3 30of3 30of3
Solution Y
Fast Red Violet LB Sites of
912 Base Solution Activity 3of3 3of3 30f3 30f3
TRIZMAL™ 6.3 .
913 Concentrate Osmolality 30of3 3of 3 3of 3 30of 3
pH 30of3 30of 3 30of 3 30of 3
Sodium Nitrate Sites of
914 Solution Activity 30of 3 30of3 30of 3 30of 3
y . Sites of
915 Citrate Solution Activity 30of 3 3o0of 3 30of3 30of3
a-Naphthyl Sites of
916 Acetate Solution Activity 30f3 3of3 30f3 30f3
Fast Blue BB Base Sites of
917 Solution Activity 30f 3 30f3 30f 3 30f3
TRIZMAL™ 7.6 .
918 Concentrate Osmolality 30of3 3of 3 30of 3 3of 3
pH 30of3 30of 3 30of 3 30of 3
Sodium Fluoride Sites of
919 Solution Activity 30of 3 30of3 3of 3 30of 3
Hematoxylin
GHS3 Solution, Gill Nuclei 30of3 3of 3 30of 3 30of 3
No. 3

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

91A:

SO

H226 Flammable liquid and vapor.

H290 May be corrosive to metals.

H301 Toxic if swallowed.

H312 + H332 Harmful in contact with skin or if inhaled.

H319 Causes serious eye irritation.

H370 Causes damage to organs (Eyes, Central nervous system).
H412 Harmful to aquatic life with long lasting effects.

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

P273 Avoid release to the environment.
P280 Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.
P301 + P310 IF SWALLOWED: Immediately call a POISON CENTER/ doctor.

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

P304 + P340 + P312 IF INHALED: Remove person to fresh air and keep comfortable for breathing.
Call a POISON CENTER/ doctor if you feel unwell.
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91C:

H290 May be corrosive to metals.

H302 Harmful if swallowed.

H315 Causes skin irritation.

H317 May cause an allergic skin reaction.

H318 Causes serious eye damage.

H335 May cause respiratory irritation.

H360FD May damage fertility. May damage the unborn child.

H373 May cause damage to organs (Kidney) through prolonged or repeated exposure if swallowed.
P202 Do not handle until all safety precautions have been read and understood.
P280 Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.
P301 + P312 IF SWALLOWED: Call a POISON CENTER/ doctor if you feel unwell.
P302 + P352 IF ON SKIN: Wash with plenty of water.

P305 + P351 + P338 IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact
lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

P308 + P313 IF exposed or concerned: Get medical advice/ attention.

If during the use of this device or as a result of its use, a serious incident has
occurred, please report it to the manufacturer and/or its authorized representative
and to your national authority.

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

Manufacturer Catalogue Number

Consult Instructions for Use Batch Code

Authorized Representative European Union Declaration

in the European Community/ C E of Conformity (defined in IVDR
European Union 2017/746)

Temperature Limit Caution

Date of Manufacture Importer

Use-by Date In vitro diagnostic medical device

E Indicates the Authorised

Representative in Switzerland
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Leukozyten a-Naphthylacetat (unspezifische
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Verwendungszweck

Die Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase- und a-Naphthylacetat-Esterase-Kits von Sigma-Aldrich
sind als allgemeine histologische Farbemittel fiir den Laborgebrauch bestimmt. Die Naphthol-AS-
D-Chloracetatesterase- und a-Naphthylacetatesterase-Reagenzien sind nur fir die professionelle
»In-vitro-Diagnostik™ bestimmt. Dieses manuelle, qualitative, histochemische Verfahren weist die
Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase- und a-Naphthylacetatesterase-Aktivitat in Leukozyten aus
menschlichem Blut, Knochenmarkausstrichen oder Gewebetupfpréparaten nach. Die histologische
Visualisierung der zellulédren Esterasen von Leukozyten ist eine einzigartige Technik, die derzeit in
der Medizin haufig eingesetzt wird.

Zellulére Esterasen finden sich ubiquitdr und reprasentieren anscheinend eine Reihe verschiedener
Enzyme, die mit bestimmten Substraten interagieren. Unter definierten Reaktionsbedingungen ist
es moglich, mit spezifischen Esterase-Substraten hdmatopoetische Zelltypen zu bestimmen. Die
beschriebenen Methoden ermdéglichen Hamatologen und Hdmatopathologen die Unterscheidung von
Granulozyten und Monozyten.'-7

Zur Durchfiihrung des Tests werden Blut, Knochenmarkausstriche oder Gewebetupfpréaparate in
Gegenwart eines frisch gebildeten Diazoniumsalzes entweder in Naphthol-AS-D-Chloracetat (NCAE)
oder a-Naphthylacetat (NAE) inkubiert. Die enzymatische Hydrolyse der Esterbindungen fiihrt zu
freien Naphtholverbindungen. Diese verbinden sich mit dem Diazoniumsalz und bilden intensiv
geférbte Ricksténde in Bereichen mit Enzymaktivitat.

Bei den meisten aktuellen Verfahren, auch bei den Verfahren von Sigma-Aldrich, werden stabile
Diazoniumsalze verwendet. Diese werden durch Reaktion eines Arylamins mit Natriumnitrit in
einem sauren Medium gebildet.® Das daraus entstandene Diazoniumchlorid (gew&hnlich instabil)
kann anschlieBend mit Verbindungen wie Zinkchlorid, Zinksulfat oder Naphthalin-1,6-disulfonat
behandelt werden, die stabile Salze bilden. Diese Stabilisatoren kénnen einige Enzymsysteme
erheblich hemmen. Diazoniumchloride wirken hingegen weniger hemmend.® Aus diesem Grund
bietet Sigma-Aldrich jetzt fir die Esterase-Zytochemie stabile Lésungen flr Echtrotviolett LB Base,
Echtblau BB Base und Natriumnitrit an. Zur weiteren Vereinfachung dieser Methoden sind stabile
Loésungen von Naphthol-AS-D-Chloracetat und a-Naphthylacetat enthalten. Die Verfligbarkeit
dieser stabilen Lésungen ermdglicht es Kunden, die Volumina der Arbeitsreagenzien nach Bedarf
anzupassen und so Abfall zu vermeiden.

Reagenzien

Naphthol-AS-D-Chloracetat-L6sung (Kat.-Nr. 911-10ML)

Naphthol AS-D-Chloracetat, 8 mg/ml und Stabilisator. Warnung. Verursacht Augenreizungen.
WENN IM AUGE: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spiilen. Entfernen Sie Kontaktlinsen,
falls vorhanden und leicht durchzufiihren. Weiter abspilen.

Echtrotviolett LB Basislosung (Kat.-Nr. 912-10ML)

Echtrotviolett LB Base, 15 mg/ml, in 0,4 mol/| Salzsdure mit Stabilisator. Gefahr. Verursacht
schwere Verdtzungen der Haut und Augenschaden. Schutzhandschuhe/Augenschutz/
Gesichtsschutz tragen.

TRIZMAL™ 6.3 Konzentrat (Kat.-Nr. 913-50ML)

TRIZMA® Maleat, 1 mol/l, mit Tensid. pH-Wert 6,3 £0,15 bei 25 °C. Gefahr. Verursacht
Hautreizungen. Kann allergische Reaktionen der Haut verursachen. Verursacht schwere
Augenschaden. Schutzhandschuhe/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.

Natriumnitrit-Losung (Kat.-Nr. 914-10ML)
Natriumnitrit, 0,1 mol/|

Citratlosung (Kat.-Nr. 915-50ML)
Zitronensaure, 18 mmol/l, Natriumcitrat, 9 mmol/l, Natriumchlorid, 12 mmol/I mit Tensid.
pH-Wert 3,6 £0,1 bei 25 °C

a-Naphthylacetat-Lésung (Kat.-Nr. 916-10ML)

a-Naphthylacetat, 12,5 mg/ml, in Methanollésung mit Stabilisatoren. Gefahr. Entziindliche
Flussigkeit und Dampf. Giftig bei Verschlucken. Gesundheitsschadlich bei Kontakt mit der Haut oder
beim Einatmen. Verursacht leichte Hautreizungen. Verursacht schwere Augenreizungen. Verursacht
Schaden an den Organen.

Echtblau BB Basisléosung (Kat.-Nr. 917-10ML)

Echtblau BB Base, 15 mg/ml, C.I. 37175 in 0,4 mol/| Salzséure mit Stabilisatoren. Warnung.
Gesundheitsschadlich beim Verschlucken. Verursacht leichte Hautreizungen. Verursacht schwere
Augenreizungen. WENN IM AUGE: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spllen. Entfernen Sie
Kontaktlinsen, falls vorhanden und leicht durchzuftihren.

TRIZMAL™ 7.6 Konzentrat (Kat.-Nr. 918-50ML)

TRIZMA® Maleat, 1 mol/l, mit Tensid. pH-Wert 7,6 +0,15 bei 25 °C. Gefahr. Verursacht
Hautreizungen. Verursacht schwere Augenschaden. Kann bei Einatmung allergische oder
asthmatische Symptome oder Atembeschwerden hervorrufen. Kann die Atemwege reizen. Schadlich
flr Wasserorganismen.

Hamatoxylin-Lésung Gill Nr. 3 (Kat.-Nr. GHS3-50ML)

Zertifiziertes Hamatoxylin, 6,0 g/, C.I. 75290, Natriumiodat, 0,6 g/l und Aluminiumsulfat,

52,8 g/l mit Stabilisatoren. Gefahr. Gesundheitssch&dlich beim Verschlucken. Verursacht schwere
Augenschaden. Schutzhandschuhe/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.

Natriumfluorid-L6sung (Kat.-Nr. 919-25ML)
Natriumfluorid, 20 g/I. Warnung. Gesundheitsschadlich beim Verschlucken. Verursacht leichte
Hautreizungen.

Spezielle Materialien, die erforderlich sind, aber nicht zur Verfligung

gestellt werden

e Aceton, ACS-Reagenz

e Formaldehyd, 37 %, ACS

e Natriumfluorid-Losung, Kat.-Nr. 919-25ML (Fir das a-Naphthylacetat-Esterase-Verfahren mit
Fluorid-Inhibition benotigt).

Lagerung und Stabilitat

Hamatoxylin-Lésung Gill Nr. 3 bei Raumtemperatur (18-26 °C) und vor Licht geschitzt lagern.
Die Uibrigen Reagenzien im Kiihlschrank aufbewahren (2-8 °C).

TRIZMAL™ 6.3 Konzentrat, TRIZMAL™ 7.6 Konzentrat und Citratlésung kénnen bei Abwesenheit
von mikrobiellem Wachstum verwendet werden. Die ibrigen Reagenzien sind bis zu dem auf dem
Etikett angegebenen Verfallsdatum stabil.

Zerfall

TRIZMAL™ Konzentrat und Citratldsung bei offensichtlichem mikrobiellem Wachstum entsorgen.
Die Hamatoxylin-Lésung Gill Nr. 3 entsorgen, wenn sich die Lésung braun (Uberoxidation durch
Luft) oder violett (S&ureverlust) farbt.

Vorbereitung

Alle Reagenzien vor der Verwendung auf Raumtemperatur (18-26 °C) erwarmen. Die Esterase-
Reagenzien werden gebrauchsfertig geliefert.

Citrat-Aceton-Formaldehyd-Fixiermittel: 25 ml Citratldsung mit 65 ml Aceton und 8 ml 37%iger
Formaldehydlésung versetzen. In eine Glasflasche fiillen und fest verschlieBen. Im Kihlschrank
aufbewahren (2-8 °C). Vor der Verwendung auf Raumtemperatur (18-26 °C) bringen. Bis zu

4 Wochen stabil, wenn die Lagerung fest verschlossen im Kihlschrank erfolgt.

VorsichtsmaBnahmen

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

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

Verfahren

Probenentnahme

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

Blut, Knochenmarkausstriche, Gewebetupfpréparate und Zytozentrifugenpréparate kénnen sowohl
mit a-Naphthylacetatesterase als auch mit Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase verwendet
werden. Als Antikoagulanzien kénnen EDTA und Heparin verwendet werden.® Gefrorene und in
Paraffin eingebettete Gewebe kénnen mit Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase verwendet werden.
a-Naphthylacetatesterase kann bei gefrorenen Gewebeschnitten eingesetzt werden.*° Blut- und
Knochenmarkausstriche kénnen mehrere Wochen lang fixiert bei Raumtemperatur (18-26 °C)
bzw. mehrere Tage lang unfixiert aufbewahrt werden, ohne dass eine bedeutende Verédnderung
der Aktivitat eintritt.*° Vollblutproben dirfen nicht zur Untersuchung an andere Labors geschickt
werden. Stattdessen fixierte oder nicht fixierte Objekttréger senden. Die Objekttréger sollten
wahrend des Transports kiihl gelagert werden. Ausstriche vor dem Fixieren mindestens 1 Stunde
trocknen lassen.

Einschrankungen des Verfahrens

Die beschriebenen Verfahren werden bei 37 °C durchgefiihrt. Wenn die Reagenzien nicht auf
dieser Temperatur eingestellt sind, kénnen die Reaktionen schwach oder negativ ausfallen.

Es wird empfohlen, die Temperaturen mit einem prézisen Thermometer zu Uberprifen.
Wasserb&der mit kontrollierter Temperatur sind effizienter als Warmluftinkubatoren und sollten
flir enzymzytochemische Methoden verwendet werden. Der Warmetransport erfolgt durch Glas
schneller als durch Kunststoff, daher sollten Coplin-Farbetroge aus Glas verwendet werden.

Viele Enzymsysteme reagieren bereits auf kleinste Spuren von Reinigungsmittel empfindlich.
Das Auswaschen von GlasgeféBen mit verdiinntem Bleichmittel und das anschlieBende Spilen
mit reichlich entionisiertem Wasser beugt der Beeintréchtigung der zelluldren Enzyme durch
Reinigungsmittel vor.

Das im Abschnitt ,Reagenzien" beschriebene Fixiersystem enthalt Formaldehyd. Wird das
Fixiermittel nicht vollstdndig durch griindliches Spilen entfernt, kdnnen etwaige Mengen an
Aldehyd, entweder in konzentrierter Form auf luftgetrockneten Objekttragern oder in Spuren auf
feuchten Objekttrégern, die in das Inkubationssystem eingebracht werden, zu einer Hemmung der
Enzyme fihren. Um einen Verlust des Blutausstrichs wahrend des Spilvorgangs zu vermeiden,

ist der Wasserstrahl oberhalb des Federrandes auf den Objekttrager zu richten. Beide Seiten des
Objekttragers abspilen.

Die Ergebnisse beruhen auf einem gewissen MaB an subjektiver Interpretation. Labors sollten ihre
jeweils eigenen Normalbereiche festlegen.

Anmerkungen

Benutzer der Kits 390A und 91C von Sigma sollten bei der Verwendung der
TRIZMA® Pufferkonzentrate mit den Katalognummern 913 und 903C mit
Vorsicht vorgehen, da diese nicht untereinander austauschbar sind. Die
Verwendung des falschen Puffers fiihrt zu einer negativen Reaktion.

Verfahren
Die beschriebenen Verfahren werden bei 37 °C durchgefiihrt.

Verfahren mit Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase
1. Eine ausreichende Menge entionisiertes Wasser fiir die Verwendung als Substrat auf 37 °C
erwarmen. Temperatur vor Gebrauch prifen.
2. Unmittelbar vor der Fixierung 1 ml Natriumnitritlésung zu 1 ml Echtrotviolett LB-Basislésung
in ein Reagenzglas geben. Vorsichtig durch Schwenken mischen und 2 Minuten stehen lassen.
Die aktive Bildung von Gasblasen sollte vermieden werden.
3. Die Lésung aus Schritt 2 zu 40 ml vorgewarmtem entionisiertem Wasser aus Schritt 1 geben.
5 ml TRIZMAL™ 6.3 Pufferkonzentrat hinzufiigen. (Siehe ,Hinweis")
5. 1 ml Naphthol-AS-D-Chloracetatlésung hinzuftigen. Die Losung sollte sich rot farben. Gut
mischen und in einen Coplin-Farbetrog geben.
6. Die Citrat-Aceton-Formaldehyd (CAF)-Losung auf Raumtemperatur (18-26 °C) bringen.
Die Objekttrager durch Eintauchen in die CAF fiir 30 Sekunden fixieren.
7. Die Objekttrager 45 bis 60 Sekunden lang unter flieBendem entionisiertem Wasser abspilen
und dann in die Lésung aus Schritt 5 geben. Die Objekttréger nicht trocknen lassen.

>
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8. Fur 15 Minuten bei 37 °C und vor Licht geschiitzt inkubieren. a-Naphthylacetatesterase

9. Die_Ob_jgkttrager nach 15 Minuten herausnehmen und mindestens 2 Minuten lang griindlich mit (Echtblau BB) - Das Enzym lésst sich vor allem in Monozyten, Makrophagen und Histiozyten
entllonlsnertlem )Nasser a‘bsptflen. . ) nachweisen, wahrend es in Granulozyten praktisch nicht vorhanden ist. Monozyten weisen eine

10. 2 Minuten in Hamatoxylin-Lésung, Gill Nr. 3, gegenfarben. schwarze Granulation auf. Gelegentlich weisen Lymphozyten eine gewisse Enzymaktivitét auf.

11. Mit Leitungswasser abspiilen und trocknen.

12. Mikroskopisch untersuchen. Wenn das Abdecken mit einem Deckglas erforderlich ist, darf nur ein Doppelfarbung mit Esterase
wassriges Einbettungsmedium verwendet werden. In Proben, die mit dem Doppelférbeverfahren behandelt wurden, zeigen sich die Granulozyten mit roter

Anmerkungen Granulation und die Monozyten mit schwarzer Granulation.

e Bei Verwendung von Columbia-Farbetrégen das Reagenzvolumen durch 5 teilen. - . o
a-Naphthylacetatesterase mit Fluorid-Inhibition
¢ Wenn das Substrat (siehe Schritt 5) eine Triibung aufweist, es auf Raumtemperatur (18-26 °C) . P Y 3 . o . o . .
bringen und gut mischen. Mit Ausnahme von differenzierten Histiozyten sowie spezialisierten Makrophagen im Gewebe, die
ebenfalls eine Resistenz gegen Natriumfluorid aufweisen kénnen, weisen Zellen der monozytéren

Bei bereits vorfixierten und gelagerten Objekttragern die Fixierung (Schritte 6 und 7) iberspringen
: | perers v und ge'ag ) ragern die Fixierung (Schri Y ) berspring Abstammung keine Enzymaktivitaten auf.'®

und mit der Farbung der trockenen, vorfixierten Objekttrager mit Schritt 8 beginnen.

Verfahren fiir a-Naphthylacetatesterase Qualitatskontrolle
L. E|ne__ausre|chende Menge entionisiertes _\_Nasser fur die Verwendung als Substrat auf 37 °C Das Reagenzsystem sollte durch Verwendung von Positiv- und Negativkontroll-Objekttréagern tberwacht
erwarmen. Temperatur vor Gebrauch priifen. werden.
2. Unmittelbar vor der Fixierung 1 ml Natriumnitritldsung zu 1 ml Echtblau BB-Basislésung in ein
Reagenzglas geben. Durch Schwenken mischen und mindestens 2 Minuten stehen lassen. Die Positivkontroll-Objekttrager kénnen aus Proben spezifischer Zelllinien, die nachweislich positiv sind,
Farbe andert sich von schmutzigem Braun zu kraftigem Gelb. Die aktive Bildung von Gasblasen hergestellt werden.

sollte vermieden werden.

3. Die Losung aus Schritt 2 zu 40 ml vorgewarmtem entionisiertem Wasser aus Schritt 1 geben. Alternativ kann auch antikoaguliertes Blut aus normalen Proben (bei Verwendung des

a-Naphthylacetatesterase-Verfahrens vorzugsweise mit erhéhter Monozytenzahl) verwendet werden.

4. 5ml TRIZMAL™ 7.6 Puffterkonzeptrat"hinzungen: . - 5 . Dabei ist jedoch eine weniger intensive Farbung und eine geringere Anzahl positiver Zellen zu beachten.

5. 1 ml a-Naphthylacetat-Losung hinzufligen. Die Lésung sollte sich grinlich verfarben. Gut mischen
und in einen Coplin-Farbetrog geben. Als Negativkontrolle kénnen Objekttréger mit Proben von bekanntermaBen negativen Patienten

6. Die Citrat-Aceton-Formaldehyd (CAF)-Lésung auf Raumtemperatur (18-26 °C) bringen. Die verwendet werden. Falls nicht verfligbar, kann die Farbung einer Probe in einer Inkubationsmischung
Objekttrager durch Eintauchen in die CAF fir 30 Sekunden fixieren. Die Objekttrager in den ohne das Substrat ebenfalls das gewiinschte Ergebnis liefern. Die Verwendung der erstgenannten
letzten 5 Sekunden intensiv bewegen. Methode wird jedoch dringend empfohlen.

7. Die Objekttréger 45 bis 60 Sekunden lang unter flieBendem entionisiertem Wasser abspulen und Wenn die beobachteten Ergebnisse von den erwarteten Ergebnissen abweichen, wenden Sie sich bitte
dann in die Losung aus Schritt 5 geben. Die Objekttréger nicht trocknen lassen. an den Technischen Service von Sigma-Aldrich, um Unterstiitzung zu erhalten.

8. Fir 30 Minuten bei 37 °C und vor Licht geschiitzt inkubieren.
9. Die Objekttrager nach 30 Minuten herausnehmen und mindestens 2 Minuten unter flieBendem

entionisiertem Wasser splilen. AnalytISChe LeIStungsmerkmale

10. 2 Minuten in Hamatoxylin-Lésung, Gill Nr. 3, gegenfarben. Die Ergebnisse der analytischen Leistung fiir die gegebenen Tests, die fir alle Zielstrukturen
11. Mit Leitungswasser abspiilen und trocknen. durchgefiihrt wurden, bestétigen eine 100%ige Sensitivitat, Spezifitdt und Wiederholbarkeit.
12. Mikroskopisch untersuchen. Wenn das Abdecken mit einem Deckglas erforderlich ist, darf nur ein i .
wassriges Einbettungsmedium verwendet werden. Kat.- Beschreibung Ziel Intra- Intra- Inter- Inter-
Nr. des Produkts Assay- Assay- Assay- Assay-
Anmerkungen Spezifitdit Empfindlichkeit Spezifitdit Empfindlichkeit
e Bei Verwendung von Columbia-Farbetrégen das Reagenzvolumen durch 5 teilen. Naphthol-AS-D- Bereiche
¢ Wenn das Substrat (siehe Schritt 5) eine Trlibung aufweist, es auf Raumtemperatur (18-26 °C) 911 Chloracetatlosung der Aktivitat 3von 3 3von3 3von3 3von3
bringen und gut mischen. Echtrotviolett LB Bereiche
* Bei bereits vorfixierten und gelagerten Objekttragern die Fixierung (Schritte 6 und 7) Gberspringen 912 Basislésung der Aktivitat 3von3 3von3 3von3 3von3
und mit der Férbung der trockenen, vorfixierten Objekttréger mit Schritt 8 beginnen. TRIZMAL™ 6.3 o
" N 913 K trat Osmolalitat 3 von 3 3von3 3von3 3von3
Verfahren der Doppelfarbung mit Esterase onzentra
1. Den a-Naphthylacetatesterase-Test wie unter Verfahren beschrieben durchfiihren. Nicht pH-Wert 3von3 3von3 3von3 3von3
gegenfallben. . ) o . 914 Nitratlésung d BeArE't(.:h.?..t 3von3 3von3 3von3 3von3
2. Objekttrager 5 Minuten mit entionisiertem Wasser abspiilen. €r Aktivita
3. Den Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase-Test wie in den Verfahrensschritten 1-12 beschrieben 915 Citratlésun Bereiche 3von 3 3von 3 3von 3 3 von 3
durchfiihren. Dabei Schritt 6 auslassen. 9 der Aktivitat
A i a-Naphthylacetat- Bereiche
Hinweis 916 Lésung der AKtivitat 3von 3 3von3 3von3 3von3
Echtblau BB Basislésung kann durch Echtrotviolett LB Basislésung ersetzt werden, wenn fiir die Echtblau BB Bereiche
Naphthol AS-D Chloracetat-Esterase eine blaue Granulation bevorzugt wird. 917 Basislosung der AKtivitst 3von3 3von3 3von3 3von3
a-Naphthylacetat-Esterase-Verfahren mit Fluorid-Inhibition 918 Tngc%rl:dz/zgth:ails Osmolalitait 3 von 3 3von 3 3von 3 3von 3
Obwohl a-Naphthylacetatesterase wie beschrieben hauptséachlich in Zellen monozytarer Abstammung X
gefunden wird, ist zu beriicksichtigen, dass auch Megakaryozyten und Vorstufen von Erythrozyten - - pH Wen 3von3 3von3 3von3 3von 3
positiv auf dieses Enzym reagieren.!! Vereinzelt zeigen auch Lymphozyten und einige reife Granulozyten 919 NatrLg_mquorld- d BeArilt?h'%"t 3von3 3von 3 3von 3 3von 3
positive Reaktionen.* Um diese Zellen eindeutig von Monozyten zu unterscheiden, wird dem dsung er ivita
Inkubationssystem Natriumfluorid zugesetzt. In Gegenwart dieser Verbindung wird das Enzym in den H __Hémato>_<y|in- K
Monozyten inaktiviert.'2 Das folgende Verfahren kann zur Durchfiihrung des Fluoridinhibitionstests GHs3 Lésung, Gill Nr. 3 erne 3von3 3von3 3von3 3von3

t .
verwendet werden Warnungen und Gefahren

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

1. 2 ml Echtblau BB Basislosung mit 2 ml Natriumnitritldsung versetzen. Das Ganze vorsichtig durch
Schwenken mischen. 2 Minuten ruhen lassen.
2. 2 Becherglaser mit A und B beschriften und die folgenden Substanzen hinzugeben:

Becherglas A Becherglas B 91A:
Auf 37 °C vorgewdrmtes entionisiertes Wasser 40 ml 40 ml
Diazotiertes Echtblau BB aus Schritt 1 2ml 2ml
TRIZMAL™ 7.6 Konzentrat 5 ml 5 ml % "
a-Naphthylacetat-Losung 1ml 1ml
Natriumfluorid-Lésung - 1ml
3. Gl.,lt mithen und in.die mit A und B gekennzeichneten Coplin-Farbetroge fUIIen: ) H226 Entziindliche Fliissigkeit und Dampf.
4. Mit den in den Schritten 6-12 des a-Naphthylacetatesterase-Verfahrens beschriebenen Schritten
fortfahren. H290 Kann atzend auf Metalle wirken.
Leistungsmerkmale H301 Giftig bei Verschlucken.
Bewertungsverfahren H312 + H332 Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt oder beim Einatmen.

Den Ausstrich scannen und einen schmalen Bereich mit wenigen Erythrozyten auswahlen. Bereiche

mit Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase-Aktivitdt erscheinen als hellrote Granulierung, solche mit H319 Verursacht schwere Augenreizungen.

a-Naphthylacetatesterase-Aktivitat erscheinen dagegen als schwarze Granulierung. Die Bewertung H370 Verursacht Schaden an Organen (Augen, zentrales Nervensystem).

reicht von 0 bis 4+ auf der Grundlage der Menge und Intensitat der einzelnen Farbstoffe im Zytoplasma

der jeweiligen Zelltypen. Die Merkmale der Bewertung stiitzen sich auf eine zum Teil subjektive H412 Schédlich fiir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.

Interpretation. Tabelle 1 enthélt einen Vorschlag fir ein Bewertungsschema. Schlussfolgerungen

basieren auf der relativen Anwesenheit oder Abwesenheit der Farbung. P210 Von Hitze, heiBen Oberflachen, Funken, offenen Flammen und anderen Ziindquellen

fernhalten. Rauchen verboten.
Tabelle 1. Charakteristika der Bewertung
P273 Freisetzung in die Umwelt ist zu vermeiden.

Beurteilung der Zelle Intensitdt der Firbung Interpretation

P280 Tragen Sie Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz.

0+ Kein -

1+ Schwach bis méaBig + P301 + P310 BEI VERSCHLUCKEN: Rufen Sie sofort eine GIFTNOTRUFZENTRALE oder einen Arzt an.
2+ MaBig bis stark + P303 + P361 + P353 BEI KONTAKT MIT DER HAUT (oder Haar): Alle kontaminierten

3+ Stark + Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Die Haut mit Wasser abspilen.

4+ Leuchtend +

P304 + P340 + P312 BEIM EINATMEN: Bringen Sie die Person an die frische Luft und sorgen Sie

Erwartete Beobachtu ngen dafir, dass sie bequem atmen kann. Rufen Sie eine GIFTNOTRUFZENTRALE/einen Arzt an, wenn Sie
sich unwohl fiihlen.

Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase

(Echtrotviolett LB) — Dieses Enzym ist in der Regel spezifisch flir Zellen mit granulozytérer Abstammung.

Bereiche mit Aktivitat weisen leuchtend rote Granulationen auf. In Monozyten und Lymphozyten ist die

Aktivitat nur schwach ausgepragt oder gar nicht vorhanden.
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91C: Revisionshistorie
Rev. 4.0 2014
Rev. 5.0 2016
Rev. 6.0 2023

H290 Kann atzend auf Metalle wirken.

H302 Gesundheitsschéadlich beim Verschlucken.

H315 Verursacht Hautreizungen.

H317 Kann eine allergische Reaktion der Haut verursachen.
H318 Verursacht schwere Augenschaden.

H335 Kann die Atemwege reizen.

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

EN ISO 15223-1:2021 fiir Symbole geédndert. Kontaktinformationen fiir unerwiinschte
Ereignisse wurden hinzugefgt. Literaturhinweise wurden aktualisiert. Eine Tabelle zur
Revisionshistorie wurde hinzugefligt. Warnungen und Gefahren hinzugefiigt. CH-REP-
Informationen wurden hinzugefiigt.

H360FD Kann die Fruchtbarkeit beeintrédchtigen. Kann das ungeborene Kind schadigen.

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

P202 Nicht handhaben, bevor Sie nicht alle Sicherheitshinweise gelesen und verstanden haben.
P280 Tragen Sie Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz.

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

P302 + P352 BEI HAUTKONTAKT: Mit viel Wasser waschen.

P305 + P351 + P338 BEI AUGENKONTAKT: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spiilen.
Entfernen Sie Kontaktlinsen, falls vorhanden und leicht durchzufiihren. Weiter abspiilen.

P308 + P313 Bei Exposition oder Méglichkeit einer Exposition: Holen Sie sich arztlichen Rat/
arztliche Hilfe.

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 bevollméchtigten Vertreter sowie Ihrer nationalen Behorde.

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

C

REF
L

€
A
®

Hersteller Katalognummer

Anweisungen flr den Gebrauch
beachten

Chargencode

Bevollméchtigter Vertreter in
der Europdischen Gemeinschaft/
Europdischen Union

Konformitatserklarung der
Europadischen Union (definiert in
IVDR 2017/746)

Medizinisches In-vitro-

Verfallsdatum ) -
Diagnosegerat

Temperatur-Grenzwert Vorsicht

Datum der Herstellung Importeur

Weist auf den bevollmachtigten
Vertreter in der Schweiz hin

Referenzen

1. Beckmann J, Neth R, Gaedicke G, et al: Cytology and cytochemistry of the leukemic cell. Haematol
Bluttransfus 14:26, 1974

2. Bennet JM, Reed CE: Acute leukemia cytochemical profile: Diagnostic and clinical implications. Blood
Cells 1:101, 1975

3. Cawley JC, Hayhoe FGJ: Acute leukemia: Cellular morphology, cytochemistry and fine structure.
Clinics in Haematol 1:49, 1972

4. Yam LT, Li CY, Crosby WH: Cytochemical identification of monocytes and granulocytes. Am J Clin
Pathol 55:283, 1971

5. Yam LT, Li CY, Wolfe NJ, Moy PW: Histochemical study of acute leukemia. Arch Pathol 97: 129, 1974

6. Burstone MS: The cytochemical localization of esterase. J Natl Cancer Inst 18:167, 1957

7. Moloney WC, McPherson K, Fliegerman L: Esterase activity in leukocytes demonstrated by the use of
naphthol AS-D chloroacetate substrate. J Histochem Cytochem 8:200, 1960

8. Burstone MS: In Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic
Press, New York, 1962, pp 88-113

9. Brown BA: In Hematology: Principles and Procedures. Leas and Febriger, Philadelphia, 1984,
pp 127-130

10. Sun T: Atlas of Cytochemistry and Immunochemistry of Hematologic Neoplasms. American Society of
Clinical Pathologists Press, Chicago, 1985, pp 24, 38

11. Hayhoe FGJ, Flemans RJ: In Color Atlas of Hematological Cytology. John Wiley & Sons, New York,
1982, pp 34, 111

12. Li CY, Lam KW, Lam LT: Esterase in human leukocytes. J Histochem Cytochem 21:1, 1973

Kontaktinformationen

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

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
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

Die Initiale M und Sigma-Aldrich sind Marken der Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland oder ihrer
Tochtergesellschaften. Alle anderen Marken sind das Eigentum ihrer jeweiligen Inhaber. Ausfiihrliche Informationen
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Mode d’emploi

Kit leucocyte a-naphtyle acétate (estérase
non spécifique) et leucocyte naphtol AS-D
chloroacétate (estérase spécifique)

MILIPORR
SiGhMa

Procédure n° 91

[vo] C€

Utilisation prévue

Les kits naphtol AS-D chloroacétate estérase et a-naphtyle acétate estérase de Sigma-Aldrich
sont destinés a la coloration histologique générale en laboratoire. Les réactifs naphtol AS-D
chloroacétate estérase et a-naphtyle acétate estérase sont réservés a un usage professionnel de
« diagnostic in vitro ». Cette procédure histochimique manuelle et qualitative met en évidence
Iactivité de la chloroacétate estérase du naphtol AS-D et de |'acétate estérase de I'a-naphtyle
dans les leucocytes du sang humain, dans les frottis de moelle osseuse ou dans les empreintes
tissulaires. La visualisation histologique des estérases cellulaires leucocytaires est une technique
unique couramment utilisée en médecine.

Les estérases cellulaires sont ubiquitaires, constituant une série de plusieurs enzymes agissant
sur des substrats sélectionnés. Dans des conditions réactionnelles définies, il peut étre possible
de déterminer les types des cellules hématopoiétiques, en utilisant des substrats spécifiques des
estérases. Les méthodes décrites permettent aux hématologistes et hématopathologistes de
différencier les granulocytes des monocytes.'”

Pour réaliser le test, les frottis sanguins, les frottis médullaires ou les empreintes tissulaires sont
incubés avec soit du naphtol AS-D-chloroacétate (NCAE) soit de I'a-naphtyle acétate (NAE) en
présence d'un sel de diazonium tout juste formé. L'hydrolyse enzymatique des liaisons ester libére
des composés naphténiques libres. Ceux-ci se couplent avec le sel de diazonium, formant ainsi des
dépdts fortement colorés sur les sites d’activité de I'enzyme.

Les procédures les plus récentes, y compris celles fournies par Sigma-Aldrich, utilisent des sels de
diazonium stables. Ces sels sont formés en faisant réagir une arylamine avec du nitrite de sodium
en milieu acide.? Le chlorure de diazonium qui en résulte (généralement instable) peut ensuite
étre traité avec des composés tels que du chlorure de zinc, du sulfate de zinc ou du naphtaléne-
1,6-disulfonate, formant ainsi des sels stables. Ces stabilisateurs peuvent exercer une inhibition
marquée sur certains systemes enzymatiques, alors que les chlorures de diazonium sont moins
inhibiteurs.® C’est pourquoi Sigma-Aldrich propose désormais des solutions stables pour le Fast Red
Violet LB Base, le Fast Blue BB Base et le nitrite de sodium pour la cytochimie des estérases. Pour
simplifier davantage ces méthodes, des solutions stables de naphtol AS-D chloroacétate et d’a-
naphtyle acétate sont incluses. La disponibilité de ces solutions stables permet au client d’ajuster
les volumes de travail des réactifs en fonction des besoins, éliminant ainsi le gaspillage.

Réactifs

Solution de naphtol AS-D chloroacétate (réf. 911-10ML)

Naphtol AS-D chloroacétate, 8 mg/ml et stabilisateur. Avertissement. Provoque une irritation
oculaire. EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX : rincer avec précaution a I'eau pendant plusieurs
minutes. Enlever les lentilles de contact si la victime en porte et si elles peuvent étre facilement
enlevées. Continuer a rincer.

Solution Fast Red Violet LB Base (réf. 912-10ML)

Fast Red Violet LB Base, 15 mg/ml, dans de I'acide chlorhydrique a 0,4 mol/I avec stabilisateur.
Danger. Provoque des briilures de la peau et des lésions oculaires graves. Porter des gants de
protection/un équipement de protection des yeux/du visage.

Concentré TRIZMAL™ 6.3 (réf. 913-50ML)

Maléate TRIZMA®, 1 mol/l avec agent tensioactif. pH 6,3 £ 0,15 a 25 °C. Danger. Provoque une
irritation cutanée. Peut provoquer une allergie cutanée. Provoque des Iésions oculaires graves.
Porter des gants de protection/un équipement de protection des yeux/du visage.

Solution de nitrite de sodium (réf. 914-10ML)
Nitrite de sodium, 0,1 mol/I.

Solution de citrate (réf. 915-50ML)
Acide citrique, 18 mmol/I, citrate de sodium, 9 mmol/I, chlorure de sodium, 12 mmol/I et agent
tensioactif. pH 3,6 = 0,1 a 25 °C.

Solution d’a-naphtyle acétate (réf. 916-10ML)

a-naphtyle acétate, 12,5 mg/ml, dans une solution de méthanol avec stabilisateurs. Danger. Liquide
et vapeurs inflammables. Toxique en cas d'ingestion. Nocif par contact cutané ou par inhalation.
Provoque une irritation cutanée légére. Provoque une sévere irritation des yeux. Risque avéré
d’effets graves pour les organes.

Solution Fast Blue BB Base (réf. 917-10ML)

Fast Blue BB Base, 15 mg/ml, C.I. 37175 dans de I'acide chlorhydrique a 0,4 mol/l avec
stabilisateurs. Avertissement. Nocif en cas d’ingestion. Provoque une irritation cutanée légere.
Provoque une sévere irritation des yeux. EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX : rincer avec
précaution a I'eau pendant plusieurs minutes. Enlever les lentilles de contact si la victime en porte
et si elles peuvent étre facilement enlevées.

Concentré TRIZMAL™ 7.6 (réf. 918-50ML)

Maléate TRIZMA®, 1 mol/l avec agent tensioactif. pH 7,6 + 0,15 a 25 °C. Danger. Provoque
une irritation cutanée. Provoque des Iésions oculaires graves. Peut provoquer des symptomes
allergiques ou d’asthme ou des difficultés respiratoires par inhalation. Peut irriter les voies
respiratoires. Nocif pour les organismes aquatiques.

Solution d’hématoxyline de Gill n° 3 (réf. GHS3-50ML)

Hématoxyline certifiée, 6,0 g/I, C.I. 75290, iodate de sodium, 0,6 g/l, et sulfate d’aluminium,
52,8 g/l, avec stabilisateurs. Danger. Nocif en cas d‘ingestion. Provoque des Iésions oculaires
graves. Porter des gants de protection/un équipement de protection des yeux/du visage.

Solution de fluorure de sodium (réf. 919-25ML)
Fluorure de sodium, 20 g/I. Avertissement. Nocif en cas d'ingestion. Provoque une irritation
cutanée légere.

Matériel spécial requis mais non fourni
e Acétone, de qualité réactif ou de qualité ACS

e Formaldéhyde, 37 %, de qualité ACS

e Solution de fluorure de sodium, réf. 919-25ML (nécessaire pour la procédure d’inhibition de
I'a-naphtyle acétate estérase par le fluorure)

Conservation et stabilité

Conserver la solution d’hématoxyline de Gill n® 3 a température ambiante (entre 18 et 26 °C) a
I'abri de la lumiére. Conserver les autres réactifs au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C).

Le concentré TRIZMAL™ 6.3, le concentré TRIZMAL™ 7.6 et la solution de citrate peuvent étre
utilisés en I'absence de croissance microbienne. Les autres réactifs sont stables jusqu’a la date
limite d'utilisation indiquée sur les étiquettes.

Détérioration

Jeter le concentré TRIZMAL™ et la solution de citrate si une croissance microbienne est observée.
Jeter la solution d’hématoxyline de Gill n°® 3 sj elle devient marron (trop oxydée par I'air) ou violette
(perte d'acidité).

Préparation

Equilibrer tous les réactifs & température ambiante (entre 18 et 26 °C) avant de les utiliser. Les
réactifs de détection des estérases sont fournis préts a I'emploi.

Fixateur a base de citrate-acétone-formaldéhyde : ajouter 65 ml d’acétone et 8 ml de formaldéhyde
a 37 % a 25 ml de solution de citrate. Verser la solution dans un flacon en verre et boucher
hermétiquement. Conserver cette solution au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C). L'équilibrer a
température ambiante (entre 18 et 26 °C) avant de I'utiliser. Elle est stable jusqu’a 4 semaines si
elle est conservée hermétiquement fermée au réfrigérateur.

Précautions

Les dispositifs médicaux de diagnostic in vitro inclus dans ces kits sont destinés a étre utilisés en
diagnostic in vitro au sein de laboratoires de biologie médicale. Ces dispositifs médicaux de diagnostic
in vitro sont destinés a un usage professionnel par un personnel qualifié uniquement.

Les dispositifs médicaux de diagnostic in vitro de Sigma-Aldrich peuvent étre utilisés par le personnel
de laboratoire formé a la manipulation d’échantillons humains potentiellement infectieux, a I'utilisation
de microscopes et d’autres équipements de laboratoire et possédant une perception des couleurs et
une acuité visuelle permettant de distinguer les couleurs ainsi que les autres objets au microscope.

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

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.

Les frottis sanguins, les frottis médullaires, les empreintes tissulaires et les préparations obtenues par
cytocentrifugation peuvent étre utilisés a la fois avec I'a-naphtyle acétate estérase et la naphtol AS-D
chloroacétate estérase. L'EDTA ou I'héparine serviront d’anticoagulants.® Les tissus congelés et inclus
en paraffine peuvent étre utilisés avec la naphtol AS-D chloroacétate estérase. L'a-naphtyle acétate
estérase peut étre utilisée avec succés sur des coupes de tissus congelés.®

Les frottis sanguins ou médullaires peuvent étre conservés fixés a température ambiante (entre

18 et 26 °C) pendant plusieurs semaines ou non fixés pendant plusieurs jours sans aucun
changement notable de I'activité.*® Ne pas expédier le sang total a analyser vers d’autres
laboratoires. Envoyer soit des lames fixées soit des lames non fixées. Les lames doivent étre
conservées au frais pendant le transport. Laisser les frottis sécher au moins 1 heure avant de les fixer.

Limites de la procédure

Les procédures décrites sont réalisées a 37 °C. Si les réactifs ne sont pas a cette température, il est
possible que les réactions obtenues soient faibles ou bien négatives. Il est recommandé de vérifier
les températures en utilisant un thermométre précis. Les bains-marie a température controlée

sont plus efficaces que les incubateurs a air chaud et ils doivent étre utilisés pour les méthodes
cytochimiques enzymatiques. Le transfert de chaleur a travers le verre est plus rapide qu‘a travers
le plastique, il convient donc d’utiliser des cuves a coloration de Coplin en verre.

De nombreux systémes enzymatiques sont sensibles a des traces infimes de détergent. Le
lavage de la verrerie avec de I'eau de Javel diluée, suivi d’un ringage abondant a I'eau déionisée,
empéchent I'effet du détergent sur les enzymes cellulaires.

Le systéme de fixation décrit dans la section « Réactifs » contient du formaldéhyde. Si le fixateur
n’est pas complétement éliminé par un ringage vigoureux, toute quantité de formaldéhyde, soit
concentrée sur des lames séchées a I'air libre, soit a I'état de traces sur des lames humides, ajoutée
au systéme d’incubation peut entrainer I'inhibition de I'enzyme. Pour éviter la perte du frottis
sanguin pendant le processus de ringage, diriger le jet d’eau sur la lame au-dessus de |'aréte vive.
Rincer les deux c6tés de la lame.

Les résultats sont basés sur un certain degré d’interprétation subjective. Chaque laboratoire doit
établir sa propre plage de valeurs normales.

Remarques

Les utilisateurs des kits 390A et 91C de Sigma doivent faire preuve de prudence
lorsqu’ils utilisent les tampons concentrés TRIZMA®, réf. 913 et 903C, car ils
ne sont pas interchangeables. L'utilisation du mauvais tampon entrainera une
réaction négative.

Procédure
Les procédures décrites sont réalisées a 37 °C.

Procédure de détection de la naphtol AS-D chloroacétate estérase

1. Préchauffer suffisamment d’eau déionisée a 37 °C pour l'utilisation du substrat. Vérifier la
température avant de I'utiliser.

2. Juste avant la fixation, ajouter 1 ml de solution de nitrite de sodium a 1 ml de solution Fast
Red Violet LB Base dans un tube a essai. Mélanger délicatement par inversion et laisser
reposer pendant 2 minutes. Eviter la formation de bulles.

3. Ajouter la solution de I'étape 2 a 40 ml d’eau déionisée préchauffée de I'étape 1.

Ajouter 5 ml de tampon concentré TRIZMAL™ 6.3. (Voir les « Remarques ».)

5. Ajouter 1 ml de solution de naphtol AS-D chloroacétate. La solution doit devenir rouge.
Bien mélanger et verser dans une cuve a coloration de Coplin.

6. Equilibrer la solution de citrate-acétone-formaldéhyde (CAF) & température ambiante
(entre 18 et 26 °C). Fixer les lames en les immergeant dans la solution de citrate-acétone-
formaldéhyde (CAF) pendant 30 secondes.

7. Rincer soigneusement les lames sous un filet d’eau déionisée pendant 45 a 60 secondes, puis
les placer dans la solution de I’étape 5. Ne pas laisser les lames sécher.

8. Incuber pendant 15 minutes a 37 °C a I'abri de la lumiére.

»
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9. Au bout des 15 minutes, retirer les lames et les rincer soigneusement dans de I'eau déionisée
pendant au moins 2 minutes.

10. Contre-colorer pendant 2 minutes dans la solution d’hématoxyline de Gill n° 3.

11. Rincer & I'eau du robinet et laisser sécher a I'air libre.

12. Examiner les lames au microscope. S'il est nécessaire de monter les lames avec des lamelles
couvre-objet, utiliser uniquement un milieu de montage aqueux.

Remarques

e En cas d'utilisation de cuves a coloration Columbia, diviser les volumes des réactifs par 5.
« Sile substrat (voir étape 5) semble trouble, I’équilibrer a température ambiante (entre 18 et 26 °C)
et bien le mélanger.
* Siles lames ont été préfixées et stockées, ignorer les étapes de fixation (étapes 6 et 7) et
commencer la coloration des lames préfixées séches a |'étape 8.

Procédure de détection de I'a-naphtyle acétate estérase

1. Préchauffer suffisamment d’eau déionisée a 37 °C pour |'utilisation du substrat. Vérifier la
température avant de I'utiliser.

2. Juste avant la fixation, ajouter 1 ml de solution de nitrite de sodium a 1 ml de solution de Fast

Blue BB Base dans un tube a essai. Mélanger par inversion et laisser reposer pendant au moins

2 minutes. La couleur va passer d’un marron sale a un jaune profond. Eviter la formation de bulles.

Ajouter la solution de I'étape 2 a 40 ml d’eau déionisée préchauffée de I'étape 1.

Ajouter 5 ml de tampon concentré TRIZMAL™ 7.6.

5. Ajouter 1 ml de solution d’a-naphtyle acétate. La solution doit devenir verdatre. Bien mélanger et
verser dans une cuve a coloration de Coplin.

6. Equilibrer la solution de citrate-acétone-formaldéhyde (CAF) & température ambiante
(entre 18 et 26 °C). Fixer les lames en les immergeant dans la solution de citrate-acétone-
formaldéhyde (CAF) pendant 30 secondes. Agiter vigoureusement les lames pendant les
5 derniéres secondes.

7. Rincer soigneusement les lames sous un filet d’eau déionisée pendant 45 a 60 secondes, puis les
placer dans la solution de I'étape 5. Ne pas laisser les lames sécher.

8. Incuber pendant 30 minutes a 37 °C a I'abri de la lumiére.

9. Au bout des 30 minutes, retirer les lames et les rincer soigneusement sous un filet d’eau déionisée
pendant au moins 2 minutes.

10. Contre-colorer pendant 2 minutes dans la solution d’hématoxyline de Gill n® 3.

11. Rincer a |'eau du robinet et laisser sécher a Iair libre.

12. Examiner les lames au microscope. S'il est nécessaire de monter les lames avec des lamelles
couvre-objet, utiliser uniquement un milieu de montage aqueux.

»w

Remarques
e En cas d'utilisation de cuves a coloration Columbia, diviser les volumes des réactifs par 5.
e Sile substrat (voir étape 5) semble trouble, I’équilibrer a température ambiante (entre 18 et 26 °C)
et bien le mélanger.
* Siles lames ont été préfixées et stockées, ignorer les étapes de fixation (étapes 6 et 7) et
commencer la coloration des lames préfixées séches a |'étape 8.
Procédure de double coloration des estérases
1. Réaliser le test de détection de I'a-naphtyle acétate estérase comme décrit dans la procédure.
Ne pas contre-colorer.
2. Rincer les lames pendant 5 minutes dans de |'eau déionisée.
3. Réaliser le test de détection de la naphtol AS-D chloroacétate estérase comme décrit aux
étapes 1 a 12 de la procédure. Ignorer I'étape 6.

Remarque

La solution Fast Blue BB Base peut étre remplacée par la solution Fast Red Violet LB Base si I'on préfere
avoir des granulations bleues pour la détection de la naphtol AS-D chloroacétate estérase.

Procédure de détection de I'a-naphtyle acétate estérase avec inhibition
par le fluorure

Bien que I'a-naphtyle acétate estérase se retrouve principalement dans les cellules de la lignée
monocytaire lorsque le test est réalisé comme décrit, il faut reconnaitre que les mégacaryocytes et les
précurseurs de la lignée érythrocytaire sont positifs pour cette enzyme.!! Les lymphocytes et certains
granulocytes matures présentent également quelques fois une positivité.* Pour différencier de maniére
concluante ces cellules des monocytes, du fluorure de sodium est incorporé au systeme d’incubation.
L'enzyme des monocytes est inactivée en présence de ce composé.'? La procédure suivante peut étre
utilisée pour réaliser le test d’inhibition par le fluorure.

1. Ajouter 2 ml de solution de nitrite de sodium a 2 ml de solution de Fast Blue BB Base. Mélanger
délicatement par inversion. Laisser reposer pendant 2 minutes.
2. Etiqueter 2 béchers A et B et ajouter les solutions suivantes :

Bécher A Bécher B
Eau déionisée préchauffée a 37 °C 40 ml 40 ml
Fast Blue BB diazotisé de I'étape 1 2 mi 2 ml
Concentré TRIZMAL™ 7.6 5mi 5 ml
Solution d’a-naphtyle acétate 1ml 1ml
Solution de fluorure de sodium - 1ml

3. Bien mélanger et verser dans des cuves a coloration de Coplin étiquetées A et B.
4. Procéder comme décrit aux étapes 6 a 12 de la procédure de détection de I'a-naphtyle acétate estérase.

Caractéristiques de performance

Méthode de détermination du score

Examiner le frottis et sélectionner une petite zone avec peu d’érythrocytes. Les sites d’activité de la
naphtol AS-D chloroacétate estérase apparaissent sous la forme de granulations rouge vif et ceux de
I'a-naphtyle acétate estérase sous la forme de granulations noires. Leur attribuer un score compris entre
0 et 4+ en fonction de la quantité et de I'intensité de chaque colorant a I'intérieur du cytoplasme des
différents types de cellules. Les caractéristiques de détermination du score reposent en partie sur une
interprétation subjective. Une suggestion de format de détermination du score est présentée dans le
Tableau 1. Les conclusions sont centrées sur la présence relative ou I'absence de coloration.

Tableau 1. Caractéristiques de détermination du score

Score des cellules Intensité de la coloration Interprétation

0+ Aucune -
1+ Faible a modérée +
2+ Modérée a forte +
3+ Forte +
4+ Intense +

Observations attendues

Naphtol AS-D chloroacétate estérase

(Fast Red Violet LB) - Cette enzyme est habituellement considérée comme étant spécifique des cellules
de la lignée granulocytaire. Les sites d‘activité présentent des granulations rouge vif. L'activité est faible
ou absente dans les monocytes et les lymphocytes.

a-naphtyle acétate estérase

(Fast Blue BB) - Cette enzyme est détectée principalement dans les monocytes, les macrophages et
les histiocytes, et est pratiquement absente des granulocytes. Les monocytes doivent présenter des
granulations noires. Les lymphocytes peuvent parfois présenter une activité enzymatique.

Double coloration des estérases

Les échantillons traités avec la procédure de double coloration mettront en évidence les granulocytes
avec des granulations rouges et les monocytes avec des granulations noires.

a-naphtyle acétate estérase avec inhibition par le fluorure
Toutes les cellules de la lignée monocytaire seront négatives pour I'activité enzymatique, a I'exception

des histiocytes différenciés ou des macrophages spécialisés dans les tissus qui peuvent également étre
résistants au fluorure de sodium.*®

Controle qualité

Le systeme composant les réactifs doit &tre contr6lé en utilisant des lames de contrdle positives et
négatives.

Des lames de contrdle positives peuvent étre préparées a partir de lignées cellulaires spécifiques dont la
positivité est connue.

1 est également possible d’utiliser du sang anticoagulé issu d’échantillons sains (de préférence avec un
nombre accru de monocytes si I'on utilise la procédure de détection de I'a-naphtyle acétate estérase).
Toutefois, la coloration sera moins intense et les cellules positives moins nombreuses.

Des lames de patients négatifs connus peuvent étre utilisées comme contréle négatif. Si aucune lame
de ce type n’est disponible, la coloration d’un échantillon dans un mélange d’incubation sans ajout
du substrat donnera les résultats souhaités. Toutefois, |'utilisation de la premiére option est vivement
recommandée.

Si les résultats observés different des résultats attendus, contacter le service technique de Sigma-
Aldrich pour obtenir de l'aide.

Caractéristiques de performance analytique

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

Réf. Description du Cible Spécificité Sensibilité Spécificité Sensibilité
produit intra-série intra-série inter-séries inter-séries
Solution de Sites
911 naphtol AS-D dractivité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
chloroacétate
Solution Fast Red Sites
912 Violet LB Base d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Concentré s
913 TRIZMAL™ 6.3 Osmolalité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
pH 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution de Sites
914 nitrite de sodium d’activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
. : Sites
915 Solution de citrate dractivité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution d’a-naphtyle Sites
916 acétate d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution de Fast Sites
917 Blue BB Base dractivité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Concentré L
918 TRIZMAL™ 7.6 Osmolalité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
pH 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution de Sites
919 fluorure de sodium d’activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
GHS3 Solution d’hématoxyline Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3

de Gilln° 3

Avertissements et risques

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

91A:

SO

H226 Liquide et vapeurs inflammables.

H290 Peut étre corrosif pour les métaux.

H301 Toxique en cas d’ingestion.

H312 + H332 Nocif par contact cutané ou par inhalation.

H319 Provoque une sévére irritation des yeux.

H370 Risque avéré d’effets graves pour les organes (yeux, systéme nerveux central).
H412 Nocif pour les organismes aquatiques, entraine des effets néfastes a long terme.

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

P273 Eviter le rejet dans I'environnement.

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

P301 + P310 EN CAS D'INGESTION : appeler immédiatement un CENTRE ANTIPOISON ou un
médecin.

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

P304 + P340 + P312 EN CAS D'INHALATION : transporter la personne a I'extérieur et la maintenir
dans une position ou elle peut confortablement respirer. Appeler un CENTRE ANTIPOISON ou un
médecin en cas de malaise.
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H290 Peut étre corrosif pour les métaux.

H302 Nocif en cas d'ingestion.

H315 Provoque une irritation cutanée.

H317 Peut provoquer une allergie cutanée.

H318 Provoque des |ésions oculaires graves.

H335 Peut irriter les voies respiratoires.

H360FD Peut nuire a la fertilité. Peut nuire au feetus.

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

P202 Ne pas manipuler avant d'avoir lu et compris toutes les précautions de sécurité.

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

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

P302 + P352 EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU : laver abondamment & I'eau.

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

P308 + P313 EN CAS d’exposition prouvée ou suspectée : consulter un médecin.

Si, au cours de l'utilisation de ce dispositif ou a la suite de son utilisation, un incident

grave se produit, le signaler au fabricant et/ou a son représentant agréé ainsi
qu’aux autorités nationales compétentes.
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Symboles tels que définis dans la norme EN ISO 15223-1:2021
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Istruzioni per I'uso

Kit per a-Naftil acetato leucocitario
(esterasi non specifica) e kit per naftolo AS-D
cloroacetato leucocitario (esterasi specifica)

MILIPORR
SiGhMa

Procedura n. 91
C€

Uso previsto

I kit Sigma-Aldrich per naftolo AS-D cloroacetato esterasi e a-Naftil acetato esterasi sono previsti
per |'uso come coloranti istologici generali destinati all'uso in laboratorio. I reagenti naftolo

AS-D cloroacetato esterasi e a-naftil acetato esterasi sono destinati soltanto alla “diagnostica in
vitro” professionale. Questa procedura qualitativa manuale istochimica rileva I'attivita di AS-D
cloroacetato esterasi e a-naftil acetato esterasi nei leucociti relativi a strisci ematici o midollari
umani e a preparati ottenuti per apposizione di tessuti. La visualizzazione istologica della esterasi
cellulare leucocitaria € una tecnica unica al momento comunemente utilizzata in medicina.

Le esterasi cellulari sono ubiquitarie e rappresentano apparentemente una serie di vari enzimi
che agiscono su substrati selezionati. In condizioni di reazione definite, potrebbe essere possibile
determinare le cellule emopoietiche, utilizzando substrati specifici per esterasi. I metodi descritti
offrono a ematologi e ematopatologi i mezzi per differenziare i granulociti dai monociti.'”

Per eseguire il test, incubare gli strisci ematici e midollari o i preparati per apposizione di tessuti
con naftolo AS-D cloroacetato (NCAE) o a-naftil acetato (NAE) in presenza di un sale di diazonio

di recente formazione. L'idrolisi enzimatica di legami estere libera composti di naftolo liberi, che si
legano con il sale di diazonio, formando depositi altamente colorati nelle sedi di attivita enzimatica.

La maggior parte delle procedure pili innovative, inclusa quella fornita da Sigma-Aldrich, utilizza
sali di diazonio stabili. Questi derivano dalla reazione di un'arilamina con nitrito di sodio e in un
mezzo acido.? Il risultante cloruro di diazonio (solitamente instabile) puo essere quindi trattato con
composti quali cloruro di zinco, solfato di zinco o naftalene-1,6-disolfonato, formando sali stabili.

A differenza dei cloruri di diazonio, questi stabilizzanti possono essere fortemente inibenti verso
alcuni sistemi enzimatici.® Per questo motivo, Sigma-Aldrich fornisce ora soluzioni stabili di fast Red
Violet LB Base, Fast Blue BB Base e nitrito di sodio per la citochimica dell'esterasi. Per semplificare
ulteriormente questi metodi, la dotazione include soluzioni stabili di naftolo AS-D cloroacetato e
a-naftil acetato. La disponibilita di queste soluzioni stabili consente al cliente di regolare i volumi dei
reagenti di lavoro in funzione delle esigenze, eliminando gli sprechi.

Reagenti

Soluzione di naftolo AS-D cloroacetato (N. di cat. 911-10ML)

Naftolo AS-D cloroacetato, 8 mg/ml e stabilizzante. Avvertenza. Provoca irritazione oculare.

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.

Soluzione Fast Red Violet LB Base (N. di cat. 912-10ML)

Fast Red Violet LB Base, 15 mg/ml, in 0,4 mol/| di acido cloridrico con stabilizzante. Pericolo.
Provoca gravi ustioni cutanee e gravi lesioni oculari. Indossare guanti protettivi/proteggere gli
occhi/il viso.

TRIZMAL™ 6.3 Concentrate (N. di cat. 913-50ML)

TRIZMA® maleato, 1 mol/l, con tensioattivo. pH 6,3+0,15 a 25 °C. Pericolo. Provoca irritazione
cutanea. Pud provocare una reazione cutanea allergica. Provoca gravi lesioni oculari. Indossare
guanti protettivi/proteggere gli occhi/il viso.

Soluzione di nitrito di sodio (N. di cat. 914-10ML)
Nitrito di sodio, 0,1 mol/I.

Soluzione di citrato (N. di cat. 915-50ML)
Acido citrico, 18 mmol/I, citrato di sodio, 9 mmol/I, cloruro di sodio, 12 mmol/l, con tensioattivo.
pH 3,6+0,1 a 25 °C

Soluzione di a-naftil acetato (N. di cat. 916-10ML)

a-naftil acetato, 12,5 mg/ml, in soluzione metanolica con stabilizzanti. Pericolo. Liquido e vapore
infilammabili. Tossico se ingerito. Nocivo per contatto con la pelle o se inalato. Provoca una lieve
irritazione cutanea. Provoca grave irritazione oculare. Provoca danni agli organi.

Soluzione Fast Blue BB Base (N. di cat. 917-10ML)

Fast Blue BB Base, 15 mg/ml, C.I. 37175, in 0,4 mol/I di acido cloridrico con stabilizzanti.
Avvertenza. Nocivo se ingerito. Provoca una lieve irritazione cutanea. Provoca grave irritazione
oculare. IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare accuratamente con acqua per
parecchi minuti. Togliere le eventuali lenti a contatto se & agevole farlo.

TRIZMAL™ 7.6 Concentrate (N. di cat. 918-50ML)

TRIZMA® maleato, 1 mol/l, con tensioattivo. pH 7,6+0,15 a 25 °C. Pericolo. Provoca irritazione
cutanea. Provoca gravi lesioni oculari. Pud provocare sintomi allergici o asmatici o difficolta
respiratorie se inalato. Puo irritare le vie respiratorie. Nocivo per gli organismi acquatici.

Soluzione di ematossilina di Gill, N. 3 (N. di cat. GHS3-50ML)

Ematossilina certificata, 6,0 g/I, C.I. 75290, iodato di sodio, 0,6 g/l, e solfato di alluminio, 52,8 g/I,
con stabilizzanti. Pericolo. Nocivo se ingerito. Provoca gravi lesioni oculari. Indossare guanti
protettivi/proteggere gli occhi/il viso.

Soluzione di fluoruro di sodio (N. di cat. 919-25 ML)
Fluoruro di sodio, 20 g/I. Avvertenza. Nocivo se ingerito. Provoca una lieve irritazione cutanea.

Materiali specifici necessari, ma non forniti in dotazione

e Acetone, reagente grado ACS

e Formaldeide, 37%, ACS

¢ Soluzione di fluoruro di sodio, N. di cat. 919-25ML (richiesta per la procedura per a-naftil
acetato esterasi e inibizione con fluoruro).

Conservazione e stabilita

Conservare la soluzione di ematossilina di Gill, N. 3 a temperatura ambiente (18-26 °C), al riparo
dalla luce. Conservare gli altri reagenti in frigorifero (2-8 °C).

TRIZMAL™ 6.3 Concentrate, TRIZMAL™ 7.6 Concentrate e la soluzione di citrato sono idonei per
I'uso in assenza di crescita microbica. Altri reagenti sono stabili fino alla data di scadenza indicata
sulle etichette.

Deterioramento

Scartare TRIZMAL™ Concentrate e la soluzione di citrato se si evidenzia una crescita microbica.
Scartare la soluzione di ematossilina di Gill, N. 3 se la soluzione diventa marrone (iperossidazione
causata dall'aria) o porpora (perdita di acidita).

Preparazione

Scaldare tutti i reagenti a temperatura ambiente (18-26 °C) prima dell'uso. I reagenti per |'esterasi
sono forniti pronti per I'uso.

Fissativo a base di citrato-acetone-formaldeide: aggiungere 65 ml di acetone e 8 ml di formaldeide
al 37% a 25 ml di la soluzione di citrato. Versare in un flaconcino di vetro e avvitare bene il tappo.
Conservare in frigorifero (2-8 °C). Portare a temperatura ambiente (18-26 °C) prima dell'uso.
Stabile fino a 4 settimane se conservato ben chiuso in frigorifero.

Precauzioni

Gli IVD inclusi in questi kit 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 l'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.

Gli strisci ematici e midollari, i preparati ottenuti per apposizione di tessuti o per citocentrifuga
possono essere utilizzati sia con a-naftil acetato esterasi sia con naftolo AS-D cloroacetato esterasi.
Come anticoagulanti usare EDTA o eparina.® E possibile utilizzare i tessuti congelati e inclusi in
paraffina con naftolo AS-D cloroacetato esterasi. Si puo utilizzare con successo I'a-naftil acetato
esterasi su sezioni di tessuto congelate.® Gli strisci ematici o midollari, se fissati, possono essere
conservati a temperatura ambiente (18-26 °C) per diverse settimane o, se non fissati, per diverse
giorni senza variazioni apprezzabili dell'attivita.*° Non spedire i campioni di sangue intero per
I'analisi presso altri laboratori. Inviare vetrini fissati o non fissati. Conservare i vetrini in borsa
termica durante il trasporto. Lasciare asciugare i vetrini per almeno 1 ora prima della fissazione.

Limiti della procedura

Le procedure descritte vengono eseguite a 37 °C. Se i reagenti non sono a questa temperatura,
si possono ottenere reazioni deboli o negative. Si consiglia di controllare le temperature con un
termometro preciso. I bagnomaria a temperatura controllata sono piu efficienti degli incubatori ad
aria calda e si consiglia di utilizzarli per i metodi per colorazione citochimica per la determinazione
dell'attivita enzimatica. Lo scambio di calore attraverso il vetro € piu rapido che attraverso la
plastica, quindi & consigliabile utilizzare vaschette tipo Coplin in vetro.

Molti sistemi enzimatici sono sensibili a minime tracce di detergente. Lavare il materiale di vetro
con candeggina diluita e risciacquarlo quindi in abbondanti quantita di acqua deionizzata previene
|'effetto detergente sugli enzimi cellulari.

1l sistema fissativo descritto nella sezione "Reagenti" contiene formaldeide. Se il fissativo non viene
eliminato completamente con un risciacquo vigoroso, qualunque quantita di aldeide, concentrata
su vetrini asciugati all'aria o in tracce rilasciate da vetrini bagnati, che confluisce nel sistema di
incubazione puo inibire I'enzima. Per evitare che uno striscio ematico vada perduto durante il
risciacquo, orientare il getto d'acqua sul vetrino al di sopra del bordo sfumato. Sciacquare il vetrino
su entrambi i lati.

I risultati si basano in una certa misura su un'interpretazione soggettiva. I singoli laboratori devono
stabilire i propri valori limite.

Note

Gli utenti che usano i kit Sigma 390A e 91C devono prestare attenzione
nell'utilizzo di TRIZMA® Buffer Concentrate, N. di cat. 913 e 903C, perché non sono
intercambiabili. L'uso del tampone sbagliato provochera una reazione negativa.

Procedura
Le procedure descritte vengono eseguite a 37 °C.

Procedura per naftolo AS-D cloroacetato esterasi

1. Preriscaldare una quantita di acqua deionizzata sufficiente per I'uso del substrato a 37 °C.
Controllare la temperatura prima dell'uso.

2. Immediatamente prima della fissazione, versare 1 ml di soluzione di nitrito di sodio e 1 ml di
soluzione Fast Red Violet LB Base in una provetta. Mescolare delicatamente per inversione e
lasciare riposare per 2 minuti. Evitare I'evoluzione attiva di bolle d'aria.

3. Aggiungere la soluzione preparata come indicato al punto 2 a 40 ml di acqua deionizzata
preriscaldata al punto 1.

4. Aggiungere 5 ml di TRIZMAL™ 6.3 Buffer Concentrate. (Fare riferimento alla "Nota")

5. Aggiungere 1 ml di soluzione di naftolo AS-D cloroacetato. La soluzione dovrebbe diventare
rossa. Mescolare bene e versare in una vaschetta tipo Coplin.

6. Portare la soluzione di citrato-acetone-formaldeide (CAF) a temperatura ambiente (18-26 °C).
Fissare i vetrini immergendoli nella soluzione CAF per 30 secondi.

7. Sciacquare accuratamente i vetrini con acqua corrente deionizzata per 45-60 secondi, quindi
immergerli nella soluzione ottenuta al punto 5. Non far asciugare i vetrini.

8. Incubare per 15 minuti, a 37 °C, al riparo dalla luce.

9. Trascorsi 15 minuti, prelevare i vetrini e sciacquarli accuratamente con acqua deionizzata per
almeno 2 minuti.

10. Controcolorarli nella soluzione di ematossilina di Gill, N. 3 per 2 minuti.

11. Sciacquare in acqua deionizzata e asciugarli all'aria.

12. Esaminare al microscopio. Se & necessario applicare vetrini coprioggetto, utilizzare solo un
mezzo di montaggio acquoso.



Note

e Se si usano le vaschette di tipo Columbia, dividere i volumi dei reagenti per 5.

e Se il substrato (fare riferimento al punto 5) appare torbido, portarlo a temperatura ambiente
(18-26 °C) e mescolare bene.

e Se i vetrini sono stati prefissati e conservati, saltare la fissazione (punti 6 e 7) e iniziare la
colorazione dei vetrini asciutti, prefissati al punto 8.

Procedura per a-naftil acetato esterasi

1. Preriscaldare una quantita di acqua deionizzata sufficiente per I'uso del substrato a 37 °C.
Controllare la temperatura prima dell'uso.

2. Immediatamente prima della fissazione, versare 1 ml di soluzione di nitrito di sodio e 1 ml di soluzione
Fast Blue BB Base in una provetta. Mescolare per inversione e lasciare riposare per
2 minuti. Il colore cambiera da marrone scuro a giallo intenso. Evitare I'evoluzione attiva di bolle d'aria.

3. Aggiungere la soluzione preparata come indicato al punto 2 a 40 ml di acqua deionizzata
preriscaldata al punto 1.

4. Aggiungere 5 ml di TRIZMAL™ 7.6 Buffer Concentrate.

5. Aggiungere 1 ml di soluzione di a-naftil acetato. La soluzione dovrebbe assumere un colore
verdastro. Mescolare bene e versare in una vaschetta tipo Coplin.

6. Portare la soluzione di citrato-acetone-formaldeide (CAF) a temperatura ambiente (18-26 °C).
Fissare i vetrini immergendoli nella soluzione CAF per 30 secondi. Negli ultimi 5 secondi agitare
vigorosamente i vetrini.

7. Sciacquare accuratamente i vetrini con acqua corrente deionizzata per 45-60 secondi, quindi
immergerli nella soluzione ottenuta al punto 5. Non far asciugare i vetrini.

8. Incubare per 30 minuti, a 37 °C, al riparo dalla luce.

9. Trascorsi 30 minuti, prelevare i vetrini e sciacquarli accuratamente con acqua deionizzata per
almeno 2 minuti.

10. Controcolorarli nella soluzione di ematossilina di Gill, N. 3 per 2 minuti.

11. Sciacquare in acqua deionizzata e asciugarli all'aria.

12. Esaminare al microscopio. Se & necessario applicare vetrini coprioggetto, utilizzare solo un mezzo
di montaggio acquoso.

Note

e Se si usano le vaschette di tipo Columbia, dividere i volumi dei reagenti per 5.
« Se il substrato (fare riferimento al punto 5) appare torbido, portarlo a temperatura ambiente
(18-26 °C) e mescolare bene.
e Se i vetrini sono stati prefissati e conservati, saltare la fissazione (punti 6 e 7) e iniziare la
colorazione dei vetrini asciutti, prefissati al punto 8.
Procedura per I'esterasi con doppia colorazione
1. Eseguire il test per a-naftil acetato esterasi come descritto nella sezione Procedura. Non
controcolorare.
2. Sciacquare i vetrini in acqua deionizzata per 5 minuti.
3. Eseguire il test per naftolo AS-D cloroacetato esterasi come descritto nei punti 1-12 della
Procedura. Tralasciare il punto 6.
Nota

Usare la soluzione Fast Blue BB Base al posto della soluzione Fast Red Violet LB Base se si preferisce la
granulazione blu per naftolo AS-D cloroacetato esterasi.

Procedura per a-naftil acetato esterasi e inibizione con fluoruro

Sebbene I'a-naftil acetato esterasi si trovi principalmente nelle cellule della linea monocitica quando
eseguita come descritto, va precisato che i megacariociti e i precursori eritroidi sono positivi per

questo enzima.!! Anche i linfociti e alcuni granulociti maturi rivelano una positivita occasionale.*

Per differenziare definitivamente queste cellule dai monociti, il sistema di incubazione include il fluoruro
di sodio. L'enzima rilasciato dai monociti viene inattivato in presenza di questo composto.? Per eseguire
il test di inibizione con fluoruro € possibile utilizzare la seguente procedura.

1. Versare 2 ml di soluzione di nitrito di sodio in 2 ml di soluzione Fast Blue BB Base. Mescolare piano
per inversione. Lasciare riposare per 2 minuti.
2. Contrassegnare due becher con un'etichetta riportante rispettivamente A e B e procedere come segue:

Becher A Becher B
Acqua deionizzata, preriscaldata a 37 °C 40 ml 40 ml
Fast Blue BB diazotato ottenuto al punto 1 2ml 2ml
TRIZMAL™ 7.6 Concentrate 5ml 5ml
Soluzione di a-naftil acetato 1ml 1ml
Soluzione di fluoruro di sodio - 1ml

3. Mescolare bene e versare nelle vaschette tipo Coplin etichettate A e B.
4. Procedere come descritto ai punti 6-12 della Procedura per a-naftil acetato esterasi.

Caratteristiche prestazionali

Metodo di valutazione

Eseguire la scansione dello striscio e selezionare un'area sottile con pochi eritrociti. Le sedi dell'attivita
di naftolo AS-D cloroacetato esterasi appariranno sotto forma di granulazione di colore rosso vivo,
quelle di attivita di a-naftil acetato esterasi sotto forma di granulazione di colore nero. Assegnare un
punteggio da 0 a 4+ in funzione della quantita e dell'intensita dei singoli coloranti riscontrabili all'interno
del citoplasma dei rispettivi tipi di cellule. Le caratteristiche della valutazione si basano in una certa
misura su un'interpretazione soggettiva. Un esempio di punteggio suggerito & riportato nella Tabella 1.
Le conclusioni si concentrano sulla relativa presenza o assenza di colorazione.

Tabella 1. Caratteristiche del punteggio

Valutazione Intensita della Interpretazione
per cellula colorazione

0+ Ness. -

1+ Da debole a moderata +

2+ Da moderata a forte +

3+ Forte +

4+ Brillante +

Osservazioni attese

Naftolo AS-D cloroacetato esterasi

(Fast Red Violet LB) - In genere questo enzima & considerato specifico per le cellule della linea
granulocitica. Le sedi di attivita mostrano una granulazione di colore rosso vivo. L'attivita &€ debole o
assente nei monociti e linfociti.

a-naftil acetato esterasi

(Fast Blue BB) - Si rileva quest'enzima principalmente nei monociti, macrofagi e istiociti, mentre &
praticamente assente nei granulociti. I monociti dovrebbero evidenziare una granulazione di colore nero.
Talvolta i linfociti possono mostrare un'attivita enzimatica.

Esterasi con doppia colorazione

I campioni prelevati con la procedura con doppia colorazione consentiranno di dimostrare la presenza di
granulociti con granulazione di colore rosso e di monociti con granulazione di colore nero.

a-naftil acetato esterasi e inibizione con fluoruro

Tutte le cellule della linea monocitica saranno negative per I'attivita enzimatica, ad eccezione degli
istiociti differenziati o dei macrofagi specializzati in tessuti che possono anche essere resistenti al
fluoruro di sodio.*®

Controllo di qualita
Controllare il sistema di reagenti facendo uso di vetrini di controllo positivi e negativi.
I vetrini di controllo positivi possono essere preparati da specifiche linee cellulari notoriamente positive.

In alternativa, & possibile utilizzare anche sangue scoagulato derivante da campioni normali
(preferibilmente con innalzamento della conta dei monociti se si utilizza la procedura per a-naftil acetato
esterasi); tuttavia, daranno una colorazione meno intensa e avranno meno cellule positive.

Come controllo negativo si possono usare vetrini di pazienti negativi noti. Se non disponibili, la
colorazione di un campione in una miscela per incubazione senza substrato dara i risultati desiderati.
Tuttavia, si raccomanda vivamente di utilizzare la prima opzione.

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

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%.

N. di Descrizione del Target Specificita Sensibilita Specificita Sensibilita
cat. prodotto intra_- intra_- inter:— inter:—
Soluzione di Sedi di
911 naftolo AS-D Attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
cloroacetato
Soluzione Fast Sedi di
912 Red Violet LB Pty 3su3 3su3 3su3 3su3
attivita
Base
TRIZMAL™ 6.3 s
913 Concentrate Osmolalita 3su3 3su3 3su3 3su3
pH 3su3 3su3 3su3 3su3
Soluzione di Sedi di
914 nitrato di sodio attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
Soluzione di Sedi di
915 citrato Attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
Soluzione di Sedi di
916 a-naftil acetato attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
Soluzione Fast Sedi di
917 Blue BB Base Attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
TRIZMAL™ 7.6 "
918 Concentrate Osmolalita 3su3 3su3 3su3 3su3
pH 3su3 3su3 3su3 3su3
Soluzione di Sedi di
919 fuoruro di sodio attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
Soluzione di
GHS3  ematossilina di Nuclei 3su3 3su3 3su3 3su3
Gill, N. 3

Avvertenze e pericoli

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

91A:

SO ®E

H226 Liquido e vapore infiammabili.

H290 Puo essere corrosivo per i metalli.

H301 Tossico se ingerito.

H312 + H332 Nocivo per contatto con la pelle o se inalato.

H319 Provoca grave irritazione oculare.

H370 Provoca danni agli organi (occhi, sistema nervoso centrale).
H412 Nocivo per gli organismi acquatici con effetti di lunga durata.

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

P273 Non disperdere nell'ambiente.
P280 Indossare guanti/indumenti protettivi/proteggere gli occhi/il viso.

P301 + P310 IN CASO DI INGESTIONE: contattare immediatamente un CENTRO ANTIVELENI/un
medico.

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

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.
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H290 Pud essere corrosivo per i metalli.

H302 Nocivo se ingerito.

H315 Provoca irritazione cutanea.

H317 Puo provocare una reazione cutanea allergica.

H318 Provoca gravi lesioni oculari.

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. Aggiornata la bibliografia. Aggiunta la cronologia
delle revisioni. Aggiunta la sezione "Avvertenze e pericoli". Aggiunta informazione per
Mandatario in Svizzera.

H335 Puo irritare le vie respiratorie.

H360FD Pud nuocere alla fertilita Pud nuocere al feto.

H373 Pud provocare danni agli organi (reni) in caso di esposizione prolungata o ripetuta, se ingerito.
P202 Non manipolare prima di avere letto e compreso tutte le precauzioni di sicurezza.

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

P301 + P312 IN CASO DI INGESTIONE: in presenza di malessere, contattare un CENTRO
ANTIVELENI/un medico.

P302 + P352 IN CASO DI CONTATTO CON LA PELLE: lavare abbondantemente con acqua.

P305 + P351 + P338 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.

P308 + P313 In caso di esposizione o di possibile esposizione: contattare un medico.

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.

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

Fabbricante Numero di catalogo

Consultare le istruzioni per I'uso Codice del lotto

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

Mandatario nella Comunita
europea/Unione europea

q3

. Dispositivo medico-diagnostico
Data di scadenza in vitro
Limite di temperatura A Attenzione
Data di fabbricazione @ Importatore

Mandatario in Svizzera

Bibliografia
1. Beckmann J, Neth R, Gaedicke G, et al: Cytology and cytochemistry of the leukemic cell. Haematol

Bluttransfus 14:26, 1974.

2. Bennet JM, Reed CE: Acute leukemia cytochemical profile: Diagnostic and clinical implications.
Blood Cells 1:101, 1975.

3. Cawley JC, Hayhoe FGJ: Acute leukemia: Cellular morphology, cytochemistry and fine structure.
Clinics in Haematol 1:49, 1972.

4. Yam LT, Li CY, Crosby WH: Cytochemical identification of monocytes and granulocytes. Am J Clin
Pathol 55:283, 1971.

5. Yam LT, Li CY, Wolfe NJ, Moy PW: Histochemical study of acute leukemia. Arch Pathol 97: 129, 1974.

6. Burstone MS: The cytochemical localization of esterase. J Natl Cancer Inst 18:167, 1957.

7. Moloney WC, McPherson K, Fliegerman L: Esterase activity in leukocytes demonstrated by the use
of naphthol AS-D chloroacetate substrate. J Histochem Cytochem 8:200, 1960.

8. Burstone MS: In Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic
Press, New York, 1962, pp 88-113.

9. Brown BA: In Hematology: Principles and Procedures. Leas and Febriger, Philadelphia, 1984,
pp 127-130.

10. Sun T: Atlas of Cytochemistry and Immunochemistry of Hematologic Neoplasms. American Society
of Clinical Pathologists Press, Chicago, 1985, pp 24, 38.

11. Hayhoe FGJ, Flemans RJ: In Color Atlas of Hematological Cytology. John Wiley & Sons, New York,
1982, pp 34, 111.

12. Li CY, Lam KW, Lam LT: Esterase in human leukocytes. J Histochem Cytochem 21:1, 1973.

Recapiti

el

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

Acetato de a-naftil leucocitario (esterasa no
especifica) y cloroacetato de naftol AS-D
leucocitario (esterasa especifica)

MILIPORR
SiGhMa

Procedimiento n.° 91

[vo] C€

Uso previsto

Los kits de a-naftil acetato esterasa y de naftol AS-D cloracetato esterasa Sigma-Aldrich estan
disefiados para su uso general como tincién histoldgica en laboratorios. Los reactivos de a-naftil
acetato esterasa y de naftol AS-D cloracetato esterasa se destinan exclusivamente a

“uso diagnostico in vitro” profesional. Este procedimiento histoquimico, cualitativo y manual
detecta la actividad de la a-naftil acetato esterasa y de la naftol AS-D cloracetato esterasa en los
leucocitos en sangre, ldminas de médula dsea o improntas de tejidos humanas. La visualizacién
histoldgica de las esterasas celulares de leucocitos representa una técnica Unica en la actualidad y
es comunmente utilizada en medicina.

Las esterasas celulares son ubicuas y parecen representar una serie de enzimas diferentes que
actlian sobre sustratos seleccionados. En condiciones de reaccion definidas, puede ser posible
determinar los tipos de células hemopoyéticas, utilizando sustratos especificos de esterasas. Los
métodos descritos proporcionan a los hematdlogos y hematopatélogos medios para distinguir los
granulocitos de los monocitos.*”

Para realizar la prueba, se incuba la sangre, las laminas de médula dsea o las preparaciones de
improntas citoldgicas de tejido con cloroacetato de naftol AS-D (NCAE) o a-naftil acetato (NAE)

en presencia de una sal de diazonio recien formada. La hidrdlisis enzimatica de los enlaces éster
libera compuestos de naftol libres. Estos se acoplan con la sal de diazonio, formando depdsitos muy
coloreados en los lugares de actividad de la enzima.

La mayoria de los procedimientos recientes, incluidos los proporcionados por Sigma-Aldrich,
emplean sales de diazonio estables. Se forman haciendo reaccionar una arilamina con nitrito de
sodio en un medio acido.? El cloruro de diazonio resultante (normalmente inestable) puede tratarse
entonces con compuestos como el cloruro de zinc, el sulfato de zinc o el naftaleno-1,6-disulfonato,
formando sales estables. Estos estabilizadores pueden ejercer una marcada inhibicion sobre
algunos sistemas enzimaticos, mientras que los cloruros de diazonio son menos inhibidores.® Por
esta razon, Sigma-Aldrich proporciona ahora una solucién estable de base Fast Red Violet LB, base
Fast Blue BB, y nitrito de sodio para la citoquimica de la esterasa. Para simplificar aiin mas estos
métodos, se incluyen soluciones estables de cloroacetato de naftol AS-D y de a-naftil acetato. La
disponibilidad de estas soluciones estables permiten al cliente ajustar los volumenes de reactivos
de trabajo segln las necesidades, eliminando los residuos.

Reactivos

Solucion de cloroacetato de naftol AS-D (N.° de cat. 911-10ML)

Cloroacetato de naftol AS-D, 8 mg/ml, y estabilizador. Advertencia. Provoca irritacion ocular.
EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0OJOS: Enjuagar con agua cuidadosamente durante varios
minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir enjuagando.

Solucién de base Fast Red Violet LB (N.° de cat. 912-10ML)

Base Fast Red Violet LB, 15 mg/ml, en 0,4 mol/| de acido clorhidrico con estabilizador. Peligro.
Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves. Usar guantes/equipo de
proteccion para los ojos/la cara.

Concentrado TRIZMAL™ 6.3 (N.° de cat. 913-50ML)

Maleato TRIZMA®, 1 mol/l, con tensioactivo. pH 6,3 + 0,15 a 25 °C. Peligro. Provoca irritacion
cuténea. Puede provocar una reaccion alérgica en la piel. Provoca lesiones oculares graves.
Usar guantes/equipo de proteccion para los ojos/la cara.

Solucién de nitrito de sodio (N.° de cat. 914-10ML)
Nitrito de sodio, 0,1 mol/I.

Solucion de citrato (N.° de cat. 915-50ML)
Acido citrico, 18 mmol/I, citrato de sodio, 9 mmol/l, cloruro de sodio, 12 mmol/l, con tensioactivo,
pH 3,6 £ 0,1 a 25 °C.

Solucién de a-naftil acetato (N.° de cat. 916-10ML)

a-naftil acetato, 12,5 mg/ml, en solucién de metanol con estabilizadores. Peligro. Liquido y vapores
inflamables. Toxico en caso de ingestion. Nocivo en contacto con la piel o si se inhala. Provoca una
leve irritacion cutanea. Provoca irritacién ocular grave. Provoca dafios en los 6rganos.

Solucion de base Fast Blue BB (N.° de cat. 917-10ML)

Base Fast Blue BB, 15 mg/ml, C.I. 37175, en 0,4 mol/I de acido clorhidrico, con estabilizadores.
Advertencia. Nocivo en caso de ingestion. Provoca una leve irritacion cutédnea. Provoca irritacion
ocular grave. EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Enjuagar con agua cuidadosamente durante
varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil.

Concentrado TRIZMAL™ 7.6 (N.° de cat. 918-50ML)

Maleato TRIZMA®, 1 mol/l, con tensioactivo. pH 7,6 + 0,15 a 25 °C. Peligro. Provoca irritacion
cuténea. Provoca lesiones oculares graves. Puede provocar sintomas de alergia o asma o
dificultades respiratorias si se inhala. Puede irritar las vias respiratorias. Nocivo para los organismos
acuaticos.

Solucion de hematoxilina Gill N.° 3 (N.¢ de cat. GHS3-50ML)

Hematoxilina certificada, 6,0 g/I, C.I. 75290, yodato sddico, 0,6 g/l y sulfato de aluminio, 52,8 g/I
con estabilizantes. Peligro. Nocivo en caso de ingestion. Provoca lesiones oculares graves. Usar
guantes/equipo de proteccion para los ojos/la cara.

Solucion de fluoruro de sodio (N.° de cat. 919-25ML)
Fluoruro de sodio, 20 g/I. Advertencia. Nocivo en caso de ingestion. Provoca una leve irritacion
cutanea.

Material especial necesario pero no suministrado
e Acetona, reactivo ACS

e Formaldehido al 37 %, ACS

e Solucién de fluoruro de sodio, N.© de cat. 919-25ML (necesario para la a-naftil acetato esterasa
con procedimiento de inhibicion de fluoruro).

Almacenamiento y estabilidad

Almacenar la solucion de hematoxilina Gill N.° 3 a temperatura ambiente (18-26 °C) protegida de la
luz. Conservar los demés reactivos en el frigorifico (2-8 °C).

El concentrado TRIZMAL™ 6.3, el concentrado TRIZMAL™ 7.6 y la solucién de citrato son adecuados
para su uso en ausencia de crecimiento microbiano. Los demas reactivos son estables hasta la
fecha de caducidad indicada en las etiquetas.

Deterioro

Desechar el concentrado TRIZMAL™ vy la solucidn de citrato si es evidente el crecimiento
microbiano. Desechar la solucion de hematoxilina Gill N.© 3 si se vuelve marrén (sobreoxidacién por
aire) o purpura (pérdida de acidez).

Preparacion

Calentar todos los reactivos a temperatura ambiente (18-26 °C) antes de su uso. Los reactivos de
esterasa se suministran listos para su uso.

Fijador de citrato-acetona-formaldehido: A 25 ml de solucién de citrato, afiadir 65 ml de acetona
y 8 ml de formaldehido al 37 %. Colocar en un frasco de vidrio y tapar bien. Conservar en el
frigorifico (2-8 °C). Estabilizar a temperatura ambiente (18-26 °C) antes de su uso. Estable hasta
4 semanas si se almacena bien tapado en el frigorifico.

Precauciones

Los dispositivos médicos de diagndstico in vitro (DMDIV) incluidos en estos kits estan destinados a
un uso de diagnéstico in vitro en un entorno de laboratorio clinico. Estos DMDIV estan destinados
a un uso profesional por parte de personal cualificado. El personal de laboratorio capacitado

de Sigma-Aldrich puede utilizar los DMDIV para manipular muestras humanas que puedan ser
infecciosas, utilizar microscopios y otros equipos de laboratorio y tener percepcion de los colores y
agudeza visual para distinguir los colores y otros objetos bajo el microscopio.

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

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.

La sangre, las ldaminas de médula dsea, las preparaciones de improntas citoldgicas tisulares y las
preparaciones de citocentrifuga pueden utilizarse tanto con la a-naftil acetato esterasa como con la
naftol AS-D cloroacetato esterasa. El EDTA o la heparina serviran como anticoagulante.® Los tejidos
congelados e incluidos en parafina pueden utilizarse con la naftol AS-D cloracetato esterasa. La
a-naftil acetato esterasa puede utilizarse con éxito en secciones de tejido congeladas.!® Las laminas
de sangre o de médula dsea pueden almacenarse fijadas a temperatura ambiente (18-26 °C)
durante varias semanas o sin fijar durante varios dias sin que se produzcan cambios apreciables en
la actividad.*® No enviar sangre entera para su analisis en otros laboratorios. Enviar portaobjetos
fijados o no fijados. Los portaobjetos deben mantenerse frescos durante el transporte. Dejar que
las laminas se sequen al menos 1 hora antes de la fijacion.

Limitaciones del procedimiento

Los procedimientos descritos se realizan a 37 °C. Si los reactivos no estdn a esta temperatura, se
pueden obtener reacciones débiles o negativas. Se recomienda comprobar las temperaturas con
un termémetro preciso. Los bafios de agua a temperatura controlada son mas eficaces que las
incubadoras de aire caliente y deberian utilizarse para los métodos de citoquimica enzimatica. La
transferencia de calor a través del vidrio es mas rapida que a través del plastico, por lo que deben
emplearse frascos Coplin de vidrio.

Muchos sistemas enzimaticos son sensibles a trazas minimas de detergente. El lavado de la
cristaleria con lejia diluida, seguido de un aclarado con abundante agua desionizada, evitara el
efecto del detergente sobre las enzimas celulares.

El sistema de fijacion descrito en la seccidn “Reactivos” contiene formaldehido. Si el fijador no

se elimina por completo mediante un enjuague enérgico, cualquier cantidad de aldehido, ya sea
concentrada en los portaobjetos secados al aire o en cantidades minimas de los portaobjetos
himedos, que se afiada al sistema de incubacion puede provocar la inhibicion de las enzimas. Para
evitar la pérdida de la ldmina de sangre durante el proceso de enjuague, dirija el chorro de agua
hacia el portaobjetos por encima del canto biselado. Aclarar ambos lados del portaobjetos.

Los resultados se basan en un cierto grado de interpretacion subjetiva. Cada laboratorio debe
establecer sus propios intervalos normales.

Notas

Los usuarios de los kits Sigma 390A y 91C deben tener cuidado al utilizar los
concentrados de amortiguador TRIZMA®, nimeros de catalogo 913 y 903C, ya
que no son intercambiables. El uso de una solucion amortiguadora incorrecta
dara lugar a una reaccién negativa.

Procedimiento
Los procedimientos descritos se realizan a 37 °C.

Procedimiento de naftol AS-D cloracetato esterasa

1. Precalentar suficiente agua desionizada para el uso del sustrato a 37 °C. Comprobar la

temperatura antes de usarla.

2. Inmediatamente antes de la fijacion, afiadir 1 ml de solucion de nitrito de sodio a 1 ml de
solucidn base Fast Red Violet LB en un tubo de ensayo. Mezclar suavemente por inversion y
dejar reposar 2 minutos. Debe evitarse la evolucién activa de burbujas de gas.

Afiadir la solucién del paso 2 a 40 ml de agua desionizada precalentada del paso 1.

Afiadir 5 ml de concentrado de solucién amortiguadora TRIZMAL™ 6.3 (Ver "Nota").

5. Afadir 1 ml de solucién de cloroacetato de naftol AS-D. La solucién debe volverse roja.
Mezclar bien y verter en el frasco Coplin.

6. Llevar la solucion de citrato-acetona-formaldehido (CAF) hasta la temperatura ambiente
(18-26 °C). Fijar los portaobjetos sumergiéndolos en la solucién CAF durante 30 segundos.

7. Enjuagar los portaobjetos a fondo en agua desionizada corriente durante 45-60 segundos,

y luego colocarlos en la solucion del paso 5. No dejar que los portaobjetos se sequen.

Incubar durante 15 minutos, a 37 °C protegido de la luz.

9. Después de 15 minutos, retirar los portaobjetos y enjuagarlos a fondo en agua desionizada
durante al menos 2 minutos.

10. Contratefiir 2 minutos con solucién de hematoxilina Gill N.© 3.

11. Aclarar con agua del grifo y dejar secar al aire.

12. Evaluar al microscopio. Si se requiere un cubreobjetos, utilizar inicamente un medio de
montaje acuoso.
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Notas

e Para usar con los frascos Columbia, dividir los volimenes de reactivos entre 5.
e Sj el sustrato (véase el paso 5) aparece turbio, llevarlo a temperatura ambiente (18-26 °C) y
mezclar bien.
« Silos portaobjetos han sido prefijados y almacenados, omitir la fijacion (pasos 6 y 7) y comenzar la
tincion de los portaobjetos secos y prefijados en el paso 8.
Procedimiento de la a-naftil acetato esterasa
1. Precalentar suficiente agua desionizada para el uso del sustrato a 37 °C. Comprobar la
temperatura antes de usarla.
2. Inmediatamente antes de la fijacion, afiadir 1 ml de solucién de nitrito de sodio a 1 ml de
solucion base Fast Blue BB en un tubo de ensayo. Mezclar por inversion y dejar reposar al
menos 2 minutos. El color cambiard de marrén sucio a amarillo intenso. Debe evitarse la
evolucién activa de burbujas de gas.
Afiadir la solucién del paso 2 a 40 ml de agua desionizada precalentada del paso 1.
Afiadir 5 ml de concentrado de solucion amortiguadora TRIZMAL™ 7.6.
5. Afadir 1 ml de solucion de a-naftil acetato. La solucidon debe volverse verdosa. Mezclar bien y
verter en el frasco Coplin.
6. Llevar la solucidn de citrato-acetona-formaldehido (CAF) hasta la temperatura ambiente
(18-26 °C). Fijar los portaobjetos sumergiéndolos en la solucién CAF durante 30 segundos.
Agitar enérgicamente los portaobjetos durante los Ultimos 5 segundos.
7. Enjuagar los portaobjetos a fondo en agua desionizada corriente durante 45-60 segundos, y luego
colocarlos en la solucién del paso 5. No dejar que los portaobjetos se sequen.
Incubar durante 30 minutos, a 37 °C protegido de la luz.
Después de 30 minutos, retirar los portaobjetos y enjuagarlos a fondo durante al menos 2 minutos
en agua desionizada corriente.
10. Contratefiir 2 minutos con solucién de hematoxilina Gill N.© 3.
11. Aclarar con agua del grifo y dejar secar al aire.
12. Evaluar al microscopio. Si se requiere un cubreobjetos, utilizar Gnicamente un medio de
montaje acuoso.

Notas

e Para usar con los frascos Columbia, dividir los volimenes de reactivos entre 5.
« Si el sustrato (véase el paso 5) aparece turbio, llevarlo a temperatura ambiente (18-26 °C) y
mezclar bien.
« Silos portaobjetos han sido prefijados y almacenados, omitir la fijacion (pasos 6 y 7) y comenzar la
tincion de los portaobjetos secos y prefijados en el paso 8.
Procedimiento de tincion doble con esterasa
1. Realice la prueba de a-naftil acetato esterasa como se describe en el procedimiento.
No hacer contratincion.
2. Aclarar el portaobjetos 5 minutos en agua desionizada.
3. Realizar la prueba de la naftol AS-D cloracetato esterasa como se describe en los pasos 1-12 del
procedimiento. Omitir el paso 6.
Nota

La solucidn base Fast Blue BB puede ser sustituida por la solucidon base Fast Red Violet LB si se prefiere
la granulacién azul para la naftol AS-D cloroacetato esterasa.

Hw

8.
9.

Procedimiento de inhibiciéon de a-naftil acetato esterasa con fluoruro

Aunque la a-naftil acetato esterasa se encuentra principalmente en células de linaje monocitico cuando
se realiza como se describe, debe reconocerse que los megacariocitos y los precursores eritroides

son positivos para esta enzima.!! Los linfocitos y algunos granulocitos maduros también muestran

una positividad ocasional.* Para diferenciar estas células de forma concluyente de los monocitos, se
incorpora fluoruro de sodio al sistema de incubacion. La enzima monocitica se inactiva en presencia de
este compuesto.!? Puede utilizarse el siguiente procedimiento para realizar la prueba de inhibicion

de fluor.

1. A 2 ml de solucidn base Fast Blueo BB, afiadir 2 ml de solucién de nitrito de sodio. Mezclar
suavemente por inversion. Dejar reposar durante 2 minutos.
2. Rotular dos vasos de precipitados con A y B y afiadir lo siguiente:

Vaso A Vaso B
Agua desionizada, precalentada a 37 °C 40 ml 40 ml
Fast Blue diazotizado BB del paso 1 2 ml 2ml
Concentrado TRIZMAL™ 7.6 5ml 5ml
Solucién de a-naftil acetato 1ml 1ml
Solucién de fluoruro de sodio - 1ml

3. Mezclar bien y verter en los frascos Coplin etiquetados como Ay B.
4. Proceder como se describe en los pasos 6-12 del procedimiento de la a-naftil acetato esterasa.

Caracteristicas de funcionamiento

Método de puntuacién

Explorar la Idmina y seleccionar una zona fina con pocos eritrocitos. Los sitios de actividad de la
naftol AS-D cloracetato esterasa apareceran como una granulacion de color rojo brillante, la a-naftil
acetato esterasa como una granulacion negra. Clasificar de 0 a 4+ en funcién de la cantidad e
intensidad de cada colorante precipitado en el citoplasma de los respectivos tipos de células. Las
caracteristicas de la puntuacién se basan en cierta medida en la interpretacion subjetiva. En la

tabla 1 se sugiere un formato de puntuacion. Las conclusiones se centran en la presencia o ausencia
relativa de tincion.

Tabla 1. Caracteristicas de la puntuacién

Clasificacion de Intensidad de la Interpretacion

las células tincion
0+ Ninguno -
1+ De débil a moderada +
2+ De moderada a fuerte +
3+ Fuerte +
4+ Brillante +

Observaciones previstas

Naftol AS-D cloracetato esterasa

(Fast Red Violet LB) - La enzima suele considerarse especifica para las células de linaje granulocitico.
Los lugares de actividad muestran una granulacién de color rojo brillante. La actividad es débil o
ausente en los monocitos y linfocitos.

a-naftil acetato esterasa

(Fast Blue BB) - La enzima se detecta principalmente en monocitos, macréfagos e histiocitos, y esta
practicamente ausente en los granulocitos. Los monocitos deben mostrar una granulacion negra.
Los linfocitos pueden mostrar ocasionalmente actividad enzimatica.

Tincion doble con esterasa

Las muestras tomadas mediante el procedimiento de tincién doble demostraran los granulocitos con
granulacion roja y los monocitos con granulacion negra.

Inhibicion de la a-naftil acetato esterasa con fluoruro.

Todas las células de linaje monocitico seran negativas para la actividad enzimatica, a excepcion de
los histiocitos diferenciados o los macréfagos especializados en el tejido, que también pueden ser
resistentes al fluoruro de sodio.'®

Control de calidad

El sistema de reactivos debe supervisarse mediante el uso de portaobjetos de control positivo y
negativo.

Las preparaciones de control positivo pueden prepararse a partir de lineas celulares especificas que se
sabe que son positivas.

Alternativamente, también se puede utilizar sangre anticoagulada de muestras normales
(preferiblemente con un recuento elevado de monocitos si se utiliza el procedimiento de la a-naftil
acetato esterasa); sin embargo, proporcionaran una tincion menos intensa y tendran menos
células positivas.

Los portaobjetos negativos conocidos de los pacientes pueden utilizarse como control negativo. Si no
esta disponible, la tincion de una muestra en una mezcla de incubacion con el sustrato omitido dara los
resultados deseados. Sin embargo, el uso de lo primero es muy recomendable.

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

Caracteristicas de funcionamiento analitico

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

N.° de Descripcién del Objetivo Especificidad Sensibilidad Especificidad Sensibilidad
cat. producto intraensayo intraensayo interensayo interensayo
Afadir solucion
911 de cloroacetato L:gt?\:ie;a‘ée 3de3 3de3 3de3 3de3
de naftol AS-D.
Solucién de base Lugares de
%12 Fast Red Violet LB actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
Concentrado .
913 TRIZMAL™ 6.3 Osmolalidad 3de3 3de3 3de3 3de3
pH 3de3 3de3 3de3 3de3
Solucién de Lugares de
914 nitrito actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
Solucién de Lugares de
915 citrato actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
Solucion de Lugares de
916 a-naftil acetato actividad 3de3 3des 3de3 3des
Solucién de base Lugares de
917 Fast Blue BB actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
Concentrado .
918 TRIZMAL™ 7.6 Osmolalidad 3de3 3de3 3de3 3de3
pH 3de3 3de3 3de3 3de3
Solucion de Lugares de
919 fluoruro de sodio  actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
Solucién de
GHS3  hematoxilina Gill Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3
n.°3

Advertencias y peligros

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

91A:

SO

H226 Liquido y vapores inflamables.

H290 Puede ser corrosivo para los metales.

H301 Téxico en caso de ingestion.

H312 + H332 Nocivo en contacto con la piel o si se inhala.

H319 Provoca irritacién ocular grave.

H370 Provoca dafios en los érganos (0jos, sistema nervioso central).

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

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

P273 No dispersar en el medio ambiente.
P280 Usar guantes/ropa de proteccidon/equipo de proteccion para los ojos/la cara.

P301 + P§10 EN CASO DE INGESTION: Llamar inmediatamente a un CENTRO DE INFORMACION
TOXICOLOGICA o a un médico.

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

P304 + P340 + P312 EN CASO DE INHALACION: Transportar a la victima al exterior y mantenerla
€en reposo en una posicion confortable para respirar. Llamar a un CENTRO DE INFORMACION
TOXICOLOGICA o a un médico si la persona no se encuentra bien.
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91C:

H290 Puede ser corrosivo para los metales.

H302 Nocivo en caso de ingestion.

H315 Provoca irritacion cutanea.

H317 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.
H318 Provoca lesiones oculares graves.

H335 Puede irritar las vias respiratorias.

H360FD Puede perjudicar la fertilidad. Puede dafar al feto.

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

P202 No manipular antes de haber leido y comprendido todas las instrucciones de seguridad.
P280 Usar guantes/ropa de proteccion/equipo de proteccidn para los ojos/la cara.

P301 + P312 EN CASO DE INGESTION: Llamar a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a
un médico si la persona no se encuentra bien.

P302 + P352 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con abundante agua.

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Enjuagar con agua cuidadosamente
durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir enjuagando.

P308 + P313 En caso de exposicion demostrada o supuesta: Buscar ayuda médica.

Si durante el uso de este dispositivo o como resultado de su uso, se produce un
incidente grave, inférmelo al fabricante o a su representante autorizado y a su
autoridad nacional.

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

ul

Fabricante Numero de catdlogo

Consultar instrucciones de uso Codigo de lote

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

Representante autorizado en la
Comunidad Europea/Unién Europea

BH
&
A

il

. Dispositivo médico de diagndstico
Fecha de caducidad in vitro
Limite de temperatura A Precaucién
Fecha de fabricacion % Importador

Representante autorizado en Suiza
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Informacioén de contacto

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

Leukocyt-a-naphthylacetat (uspecifik
esterase)- og leukocytnaphthol-AS-
Dchloroacetat (specifik esterase)-saet

MILIPORR
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Procedure nr. 91
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Tilsigtet brug

Sigma-Aldrich naphthol-AS-D-chloroacetatesterase- og a-naphthylacetatesterase-saet er beregnet til
brug som en histologisk farvning til almindelig laboratoriebrug. Naphthol-AS-D-chloroacetatesterase-
og a-naphthylacetatesterase-reagenser er udelukkende beregnet til professionel "in vitro-

diagnostisk brug". Denne manuelle, kvalitative, histokemiske procedure p&viser naphthol-AS-D-
chloroacetatesterase- og a-naphthylacetatesterase-aktivitet i leukocytter i blod, knoglemarvsfilm eller
vaevsbergringspraeparater fra mennesker. Histologisk visualisering af cellulzere esteraser i leukocytter
er en unik teknik, som aktuelt finder bred anvendelse pa det medicinske omrade.

Celluleere esteraser er allestedsnaervaerende og repraesenterer tilsyneladende en raekke forskellige
enzymer, der reagerer pa udvalgte substrater. Under definerede reaktionsbetingelser kan det vaere
muligt at bestemme haemopoietiske celletyper ved anvendelse af specifikke esterasesubstrater. De
beskrevne metoder giver haematologer og hzematopatologer mulighed for at skelne granulocytter

fra monocytter.!”

Testen udfgres ved at inkubere blod, knoglemarvsfilm eller vaevsbergringspraeparater med enten
naphthol-AS-D-chloracetat (NCAE) eller a-naphthylacetat (NAE) ved tilstedevaerelse af nyligt dannet
diazoniumsalt. Enzymatisk hydrolyse af esterbindinger frigiver frie naphtholforbindelser. Disse kobles
med diazoniumsaltet og danner kraftigt farvede aflejringer p§ steder med enzymaktivitet.

De nyeste procedurer, inklusive dem, der leveres af Sigma-Aldrich, anvender stabile
diazoniumsalte. Disse dannes ved at lade en arylamin reagere med natriumnitrit i et surt medium.®
Det resulterende diazoniumklorid (normalt ustabilt) kan derefter behandles med forbindelser
s&som zinkklorid, zinksulfat eller naphthalen-1,6-disulfonat, hvorved der dannes stabile salte.
Disse stabilisatorer kan udgve en markant haemning p8 visse enzymatiske systemer, hvorimod
diazoniumkloriderne er mindre haemmende.® Af denne grund leverer Sigma-Aldrich nu stabile
oplgsninger af Fast Red Violet LB-base, Fast Blue BB-base og natriumnitrit til esterasecytokemi.
For yderligere at forenkle disse metoder er stabile oplgsninger af naphthol-AS-D-chloracetat og
a-naphthylacetat inkluderet. Tilgeengeligheden af disse stabile oplgsninger giver kunden mulighed
for at justere arbejdsreagensvolumenen efter behov, hvilket eliminerer spild.

Reagenser

Naphthol-AS-D-chloracetatoplgsning (kat.nr. 911-10ML)

Naphthol-AS-D-chloracetat, 8 mg/ml, og stabilisator. Advarsel. Forérsager gjenirritation. VED
KONTAKT MED @INENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser,
hvis dette kan ggres let. Fortsaet skylning.

Fast Red Violet LB-baseoplgsning (kat.nr. 912-10ML)
Fast Red Violet LB-base, 15 mg/ml, i 0,4 mol/| saltsyre med stabilisator. Fare. Forgrsager sveere
2etsninger af huden og gjenskader. Bzer beskyttelseshandsker/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

TRIZMAL™ 6.3-koncentrat (kat.nr. 913-50ML)

TRIZMA® maleat, 1 mol/l, med overfladeaktivt stof. pH 6,3 +0,15 ved 25 °C. Fare. Fordrsager
hudirritation. Kan for&rsage allergisk hudreaktion. Forarsager alvorlig gjenskade. Baer
beskyttelseshandsker/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

Natriumnitritoplgsning (kat.nr. 914-10ML)
Natriumnitrit, 0,1 mol/I.

Citratoplgsning (kat.nr. 915-50ML)
Citronsyre, 18 mmol/I, natriumcitrat, 9 mmol/I, natriumchlorid, 12 mmol/l med overfladeaktivt stof.
pH 3,6 £0,1 ved 25 °C.

a-naphthylacetat-oplgsning (kat.nr. 916-10ML)

a-naphthylacetat, 12,5 mg/ml, i methanoloplgsning med stabilisatorer. Fare. Brandfarlig vaeske
og damp. Giftig ved indtagelse. Farlig ved hudkontakt eller ved indanding. Fordrsager mild
hudirritation. Fordrsager alvorlig gjenirritation. For&rsager organskader.

Fast Blue BB-baseoplgsning (kat.nr. 917-10ML)

Fast Blue BB-base, 15 mg/ml, CI 37175, i 0,4 mol/| saltsyre med stabilisatorer. Advarsel. Farlig ved
indtagelse. For8rsager mild hudirritation. For&rsager alvorlig gjenirritation. VED KONTAKT MED @INENE:
Sky! forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan ggres let.

TRIZMAL™ 7.6-koncentrat (kat.nr. 918-50ML)

TRIZMA® maleat, 1 mol/l, med overfladeaktivt stof. pH 7,6 +0,15 ved 25 °C. Fare. Fordrsager
hudirritation. For8rsager alvorlig gjenskade. Kan fordrsage allergi- eller astmasymptomer eller
&ndedraetsbesvaer ved inddnding. Kan fordrsage irritation af luftvejene. Skadelig for vandlevende
organismer.

Haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3 (kat.nr. GHS3-50ML)

Certificeret haematoxylin, 6 g/I, CI 75290, natriumiodat, 0,6 g/|, og aluminiumsulfat, 52,8 g/I, med
stabilisatorer. Fare. Farlig ved indtagelse. Forrsager alvorlig gjenskade. Baer beskyttelseshandsker/
gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

Natriumfluoridoplgsning (kat.nr. 919-25ML)
Natriumfluorid, 20 g/I. Advarsel. Farlig ved indtagelse. Forarsager mild hudirritation.

Sazerlige materialer, som er pakreevede, men ikke medfolger

e Acetone, ACS-reagens

e Formaldehyd, 37 %, ACS

¢ Natriumfluoridoplgsning, kat.nr. 919-25ML (p8kraevet til a-naphthylacetatesterase med
fluoridinhibering-proceduren).

Opbevaring og stabilitet

Opbevar haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3 ved stuetemperatur (18-26 °C) beskyttet mod lys.
Opbevar andre reagenser i kgleskab (2-8 °C).

TRIZMAL™ 6.3-koncentrat, TRIZMAL™ 7.6-koncentrat og citratoplgsning er egnede til brug ved
fraveer af mikrobiel vaekst. Andre reagenser er stabile indtil udlgbsdatoen p& maerkaterne.

Forringelse

TRIZMAL™ koncentrat og citratoplgsning skal kasseres, hvis der er tydelig mikrobiel vaekst.
Haematoxylinoplgsning Gill nr. 3 skal kasseres, hvis den bliver brun (overoxideret p& grund af luft)
eller lilla (tab af surhed).

Forberedelse

Opvarm alle reagenser til stuetemperatur (18-26 °C) inden brug. Esterasereagenserne leveres klar
til brug.

Citrat-acetone-formaldehydfiksativ: Tilseet 65 ml acetone og 8 ml 37 % formaldehyd til 25 ml
citratoplgsning. Anbring i en glasflaske, og stram I8get godt til. Opbevares i kgleskab (2-8 °C).
Bring op pa stuetemperatur (18-26 °C) inden brug. Stabil i op til 4 uger ved teet tillukket
opbevaring i kgleskab.

Forsigtighedsregler

IVD'erne, der er inkluderet i disse seet, 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
handtere potentielt smittefarlige humane prover, bruge mikroskoper og andet laboratorieudstyr
og har en farveopfattelse og synsstyrke, som ggr dem i stand til at skelne mellem farver og andre
genstande under et mikroskop.

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

Procedure

Prgveindsamling

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

Blod, knoglemarvsfilm, veevsbergringspraeparater og cytocentrifugepraeparater kan anvendes

med b&de a-naphthylacetatesterase og naphthol-AS-D-chloracetatesterase. Enten EDTA eller
heparin vil fungere som antikoagulans.® Frosset og paraffinindlejret vaev kan bruges sammen med
naphthol-AS-D-chloracetatesterase. a-naphthylacetatesterase kan med succes anvendes pa frosne
veevssnit.!? Blod- eller knoglemarvsfilm kan opbevares fikseret ved stuetemperatur (18-26 °C) i
flere uger eller ufikseret i flere dage uden naevnevaerdig sendring i aktivitet.*® Send ikke fuldblod
til analyse pd andre laboratorier. Send fikserede eller ufikserede objektglas. Objektglassene skal
opbevares kgligt under transport. Lad film tgrre i mindst 1 time for fiksering.

Procedurens begreensninger

De beskrevne procedurer udfgres ved 37 °C. Hvis reagenserne ikke har denne temperatur, vil

de opnéede reaktioner muligvis veere svage eller negative. Det anbefales, at temperaturerne
kontrolleres med et ngjagtigt termometer. Vandbade med kontrolleret temperatur er mere effektive
end inkubatorer med varm luft og bgr bruges til enzymcytokemiske metoder. Varmeoverfgrsel
gennem glas er hurtigere end gennem plastik, og derfor bgr der anvendes Coplin-skale.

Mange enzymsystemer er fglsomme over for meget sm8 spor af vaskemiddel. Vask af glasartikler
med fortyndet blegemiddel efterfulgt af skylning i rigelige maengder demineraliseret vand vil
forhindre, at cellulaere enzymer pavirkes af vaskemiddel.

Fiksativsystemet, der er beskrevet i afsnittet "Reagenser", indeholder formaldehyd. Hvis fiksativet
ikke fiernes fuldstaendigt ved kraftig skylning, kan enhver maengde aldehyd, enten koncentreret pd
lufttarrede objektglas eller spormaengder fra vade objektglas, som tilsaettes i inkubationssystemet,
resultere i enzymhamning. For at forhindre tab af blodfilm under skylleprocessen skal
vandstrgmmen rettes mod objektglasset over fjerkanten. Skyl begge sider af objektglasset.

Resultaterne er baseret pd en vis grad af subjektiv fortolkning. De enkelte laboratorier bgr etablere
deres egne normalomrader.

Bemaerkninger

Brugere af Sigma-szt 390A og 91C bgr udvise forsigtighed, nar de bruger
TRIZMA® bufferkoncentrat katalognr. 913 og 903C, da de ikke er udskiftelige.
Brug af forkert buffer vil resultere i en negativ reaktion.

Procedure
De beskrevne procedurer udfgres ved 37 °C.

Naphthol-AS-D-chloracetatesterase-procedure

1. Forvarm tilstraekkeligt demineraliseret vand til substratbrug til 37 °C. Kontrollér temperaturen
inden brug.

2. Umiddelbart inden fiksering tilseettes 1 ml natriumnitritoplgsning til 1 ml Fast Red Violet LB-

baseoplgsning i et reagensglas. Bland oplgsningen forsigtigt ved at vende den op og ned, og

lad den std i 2 minutter. Aktiv udvikling af gasbobler skal undgas.

Tilseet oplgsningen fra trin 2 til 40 ml forvarmet, demineraliseret vand fra trin 1.

Tilseet 5 ml TRIZMAL™ 6.3-bufferkoncentrat. (Se "Bemaerk")

5. Tilszet 1 ml naphthol-AS-D-chloracetatoplgsning. Oplgsningen skal blive rgd. Bland
oplgsningen godt, og heeld den i en Coplin-skal.

6. Bring citrat-acetone-formaldehydoplgsningen (CAF) op p8 stuetemperatur (18-26 °C). Fikser
objektglassene ved at nedsaenke dem i CAF-oplgsningen i 30 sekunder.

7. Skyl objektglassene grundigt i rindende demineraliseret vand i 45-60 sekunder, og anbring
dem derefter i oplgsning fra trin 5. Lad ikke objektglassene torre.

8. Inkuber i 15 minutter ved 37 °C beskyttet mod lys.

9. Efter 15 minutter fjernes objektglassene og skylles grundigt i demineraliseret vand i mindst
2 minutter.

10. Kontrastfarv i 2 minutter i haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3.

11. Skyl i postevand, og lad dem lufttgrre.

12. Evaluer mikroskopisk. Brug udelukkende vandige monteringsmedier, hvis daekglas er pakraevet.

Hw
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Bemaerkninger

o N&r der anvendes Columbia-skale, skal reagensvolumenen divideres med 5.

e Hvis substratet (se trin 5) virker grumset, skal det bringes til stuetemperatur (18-26 °C) og
blandes godt.

* Huvis objektglassene er blevet preefikseret og opbevaret, skal fikseringen springes over (trin 6 og 7)
og farvningen af torre, preefikserede objektglas begyndes ved trin 8.

a-naphthylacetatesterase-procedure

1. Forvarm tilstraekkeligt demineraliseret vand til substratbrug til 37 °C. Kontrollér temperaturen
inden brug.

2. Umiddelbart inden fiksering tilseettes 1 ml natriumnitritoplgsning til 1 ml Fast Blue BB-baseoplgsning
i et reagensglas. Bland oplgsningen ved at vende den op og ned, og lad den st8 i mindst 2 minutter.
Farven vil skifte fra snavset brun til dyb gul. Aktiv udvikling af gasbobler skal undgs.

3. Tilsaet oplgsningen fra trin 2 til 40 ml forvarmet, demineraliseret vand fra trin 1.

4. Tilseet 5 ml TRIZMAL™ 7.6-bufferkoncentrat.

5. Tilseet 1 ml a-naphthylacetat-oplgsning. Oplgsningen skal blive grgnlig. Bland oplgsningen godt,
og haeld den i en Coplin-skal.

6. Bring citrat-acetone-formaldehydoplgsningen (CAF) op pd stuetemperatur (18-26 °C). Fikser
objektglassene ved at nedsaenke dem i CAF-oplgsningen i 30 sekunder. Ryst objektglassene
kraftigt i de sidste 5 sekunder.

7. Skyl objektglassene grundigt i rindende demineraliseret vand i 45-60 sekunder, og anbring dem
derefter i oplgsning fra trin 5. Lad ikke objektglassene torre.

8. Inkuber i 30 minutter ved 37 °C beskyttet mod lys.

9. Efter 30 minutter fjernes objektglassene og skylles grundigt i rindende demineraliseret vand i
mindst 2 minutter.

10. Kontrastfarv i 2 minutter i haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3.

11. Skyl i postevand, og lad dem lufttgrre.

12. Evaluer mikroskopisk. Brug udelukkende vandige monteringsmedier, hvis daekglas er pdkraevet.

Bemaerkninger

o N&r der anvendes Columbia-skale, skal reagensvolumenen divideres med 5.

e Hvis substratet (se trin 5) virker grumset, skal det bringes til stuetemperatur (18-26 °C) og
blandes godt.

¢ Hvis objektglassene er blevet preefikseret og opbevaret, skal fikseringen springes over (trin 6 og 7)
og farvningen af tgrre, praefikserede objektglas begyndes ved trin 8.

Dobbeltfarvende esterase-procedure

1. Udfer a-naphthylacetatesterase-testen som beskrevet i proceduren. Undlad at kontrastfarve.

2. Skyl objektglassene i 5 minutter i demineraliseret vand.

3. Udfgr naphthol-AS-D-chloracetatesterase-testen som beskrevet i procedurens trin 1-12.

Udelad trin 6.
Bemaerk

Fast Blue BB-baseoplgsning kan erstattes med Fast Red Violet LB-baseoplgsning, hvis bl& granulering
foretraekkes til naphthol-AS-D-chloracetatesterase.

a-naphthylacetatesterase med fluoridinhibering-procedure

Selvom a-naphthylacetatesterase findes primaert i celler af monocytisk afstamning, ndr testen udferes
som beskrevet, bgr det erkendes, at megakaryocytter og erythroide preekursorer er positive for dette
enzym.! Lymfocytter og visse modne granulocytter udviser ogsd lejlighedsvis positivitet.* For at
differentiere disse celler endegyldigt fra monocytter, inkorporeres natriumfluorid i inkubationssystemet.
Monocytenzymet inaktiveres ved tilstedevaerelse af denne forbindelse.? Fglgende procedure kan bruges
til at udfere fluoridinhiberingstesten.

1. Tilseet 2 ml natriumnitritoplgsning til 2 ml Fast Blue BB-baseoplgsning. Bland ved forsigtig
inversion. Lad oplgsningen std i 2 minutter.
2. Merk 2 baegerglas A og B, og tilsaet fglgende:

Baegerglas A Baegerglas B

Demineraliseret vand,

der er forvarmet til 37 °C 40 ml 40 ml
Diazotiseret Fast Blue BB fra trin 1 2 mi 2 ml
TRIZMAL™ 7.6-koncentrat 5ml 5ml
a-naphthylacetat-oplgsning 1ml 1ml
Natriumfluoridopl@gsning - 1ml

3. Bland godt, og heeld i Coplin-skéle, der er mzerket A og B.
4. GA frem som beskrevet i trin 6-12 i a-naphthylacetatesterase-proceduren.

Praestationskarakteristika

Scoringsmetode

Scan filmen, og vaelg et tyndt omréde med f& erytrocytter. Steder med naphthol-AS-D-chloracetatesterase-
aktivitet vil fremst8 som klart rgd granulering, og a-naphthylacetatesterase som sort granulering.
Klassificer fra O til 4+ pa basis af maengden og intensiteten af individuelle farvestoffer i cytoplasmaet i de
respektive celletyper. Karakteristika for scoring er i nogen grad baseret pd subjektiv fortolkning. Et foresldet
scoringsformat er vist i tabel 1. Konklusioner fokuserer pa relativ tilstedevaerelse eller fravaer af farvning.

Tabel 1. Karakteristika for scoring

Celleklassificering  Farvni ensitet Fortolkning
0+ Ingen -
1+ Svag til moderat +
2+ Moderat til kraftig +
3+ Kraftig +
4+ Strélende +

Forventede observationer

Naphthol-AS-D-chloracetatesterase

(Fast Red Violet LB) - dette enzym anses normalt for at vaere specifikt for celler af granulocytisk
afstamning. Aktivitetssteder udviser klar rgd granulering. Aktiviteten er svag eller fraveerende i
monocytter og lymfocytter.

a-naphthylacetatesterase

(Fast Blue BB) - dette enzym detekteres primaert i monocytter, makrofager og histiocytter og er praktisk
talt fraveerende i granulocytter. Monocytter bgr udvise sort granulering. Lymfocytter kan lejlighedsvist
udvise enzymaktivitet.

Dobbeltfarvende esterase

Prgver, som gennemgar dobbeltfarvningsproceduren, vil udvise granulocytter med rgd granulering og
monocytter med sort granulering.

a-naphthylacetatesterase med fluoridinhibering

Alle celler af monocytisk afstamning vil veere negative for enzymaktivitet, med undtagelse af
differentierede histiocytter eller specialiserede makrofager i veev, som ogsd kan vaere resistente over for
natriumfluorid.°

Kvalitetskontrol
Reagenssystemet skal overvages ved brug af positive og negative kontrolobjektglas.
Positive kontrolobjektglas kan fremstilles ud fra specifikke cellelinjer, der vides at veere positive.

Alternativt kan der ogsd anvendes anti-koaguleret blod fra normale prgver (fortrinsvis med gget
monocyttal, hvis a-naphthylacetatesterase-proceduren benyttes). De vil dog give mindre intens farvning
og vil have feerre positive celler.

Kendte negative patientobjektglas kan bruges som en negativ kontrol. Hvis disse ikke er tilgeengelige,
vil farvning af en prgve i en inkubationsblanding med substratet udeladt give de gnskede resultater.
Brug af farstnaevnte anbefales dog kraftigt.

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

Analytiske praestationskarakteristika

Resultaterne for analyseydelsen for de givne tests, som blev udfert pa alle malstrukturer, bekreefter
100 % sensitivitet, specificitet og repeterbarhed.

Kat. Produktbeskrivelse Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. inden for inden for mellem mellem
analyse analyse analyser analyser
Naphthol-AS-D- Aktivitets-
911 chloracetatoplgsning steder 3af3 3af3 3af3 3af3
Fast Red Violet Aktivitets-
912 LB-baseoplgsning steder 3af3 3af3 3af3 3af3
TRIZMAL™ 6.3- .
913 Koncentrat Osmolalitet 3af3 3af3 3af3 3af3
pH 3af 3 3af 3 3af 3 3af3
" . Aktivitets-
914 Nitratoplgsning steder 3af3 3af3 3af3 3af3
) . Aktivitets-
915 Citratoplgsning steder 3af 3 3af 3 3af 3 3af3
a-naphthylacetat- Aktivitets-
916 oplasning steder 3af3 3af3 3af3 3af 3
Fast Blue Aktivitets-
917 BB-baseoplasning steder 3af3 3af3 3af3 3af 3
TRIZMAL™ 7.6- .
918 Koncentrat Osmolalitet 3af3 3af3 3af3 3af 3
pH 3af3 3af3 3af3 3af3
Natriumfluorid- Aktivitets-
919 oplasning steder 3af3 3af3 3af3 3af 3
GHs3 __Hamatoxylin- Kerner 3af3 3af3 3af3 3af3

oplgsning, Gill nr. 3

Advarsler og farer

Se sikkerhedsdatabladet og produktmaerkningen vedrgrende opdaterede risiko-, fare- eller
sikkerhedsoplysninger.

91A:

SO ®E

H226 Brandfarlig vaeske og damp.

H290 Kan aetse metaller.

H301 Giftig ved indtagelse.

H312 + H332 Farlig ved hudkontakt eller ved inddnding.

H319 Fordrsager alvorlig gjenirritation.

H370 Fordrsager organskader (gjne, centralnervesystem).

H412 Skadelig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.

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

P273 Undgd udledning til miljget.
P280 Beer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.
P301 + P310 I TILFAELDE AF INDTAGELSE: Ring omg&ende til en GIFTINFORMATION/lzege.

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

P304 + P340 + P312 VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk luft og serg for,
at vejrtraekningen lettes. Kontakt GIFTLINJEN/en lzege i tilfeelde af ubehag.
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91C:

H290 Kan zetse metaller.

H302 Farlig ved indtagelse.

H315 Fordrsager hudirritation.

H317 Kan for8rsage allergisk hudreaktion.

H318 Fordrsager alvorlig gjenskade.

H335 Kan forarsage irritation af luftvejene.

H360FD Kan skade forplantningsevnen. Kan skade det ufgdte barn.

H373 Kan for8rsage organskader (nyrer) ved laengerevarende eller gentagen eksponering
ved indtagelse.

P202 Anvend ikke produktet, for alle advarsler er laest og forstet.

P280 Bzer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

P301 + P312 I TILFALDE AF INDTAGELSE: Kontakt GIFTLINJEN/en laege i tilfselde af ubehag.
P302 + P352 VED KONTAKT MED HUDEN: Vask med rigeligt vand.

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

P308 + P313 VED eksponering eller mistanke om eksponering: Sgg laegehjeelp.

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 repraesentant og til den nationale myndighed i brugerens land.

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

Producent Katalognummer

Batchkode

Se brugsanvisningen

Autoriseret repraesentant i
Det Europeeiske Fzellesskab/ c
Den Europaeiske Union

Den Europaeiske Unions
overensstemmelseserklaering
(defineret i IVDR 2017/746)
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€
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®
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i Schweiz
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Kontaktoplysninger

Besgg vores websted p& 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.
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Bruksanvisning

Leukocyt a-naftylacetat (icke-specifikt
esteras) och leukocytnaftol AS-D
kloracetat-sats (specifikt esteras)

MILIPORR
SiGhMa

Forfarande nr. 91
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Avsedd anvandning

Sigma-Aldrich Naphthol AS-D kloracetatesteras och a-Naphthyl acetatesteras-satser ar avsedda
som histologisk fargning for allméan laboratorieanvandning. Naftol AS-D kloracetatesteras och
a-naftylacetatesteras-reagenser ar endast for professionell “in vitro-diagnostisk anvandning”. Det
har manuella, kvalitativa och histokemiska forfarandet pévisar Naftol AS-D kloracetatesteras och
a-naftylacetatesteras-aktivitet i leukocyter i manskligt blod, benmérgsfilmer eller beréringspreparat
for vavnader. Histologisk visualisering av leukocytcelluldra esteraser &r en unik teknik som for
narvarande ofta anvénds inom medicinska omraden.

Celluléra esteraser finns 6verallt och verkar representera en serie olika enzymer som agerar pa
vissa substrat. Under definierade reaktionsomsténdigheter kan det vara mojligt att bestamma
hemopoietiska celltyper med hjalp av specifika esterassubstrat. De beskrivna metoderna ger
hematologer och hematopatologer medel for att sarskilja granulocyter fran monocyter. !

For att utfora testet inkuberas blod, benmérgsfilmer och beréringspreparat for véavnader med
antingen naftol-AS-D-kloracetat (NCAE) eller a-naftylacetat (NAE) i nérvaron av nyligen format
diazoniumsalt. Enzymatisk hydrolys av esterbindningar frigor fria naftolféreningar. Dessa binder
med diazoniumsalt och bildar starkt fargade fargavlagringar pa stallen med enzymaktivitet.

De flesta nyare forfaranden, inklusive de som tillhandahalls av Sigma-Aldrich, anvander

stabila diazoniumsalter. Dessa bildas genom att reagera en arylamin med natriumnitrit i ett

surt medium.? Den resulterande diazoniumkloriden (vanligtvis instabil) kan sedan behandlas

med foreningar som zinkklorid, zinksulfat eller naftalen-1-6-disulfonat, vilket bildar stabila

salter. Dessa stabiliseringsmedel kan utéva markant hdmning pd vissa enzymsystem, medan
diazoniumkloriderna ar mindre hammande.® Av denna anledning tillhandahdller Sigma-Aldrich nu
stabila l6sningar av Fast Red Violet LB-bas, Fast Blue BB-bas och natriumnitrit for esterascytokemi.
For att ytterligare forenkla dessa metoder inkluderas stabila I6sningar av naftol-AS-D-kloracetat
och a-naftylacetat. Tillgingligheten av dessa stabila I6sningar tilldter kunderna att justera
arbetsreagensvolymerna efter behov, vilket eliminerar sléseri.

Reagenser

Naftol-As-D-kloracetatlosning (kat.-nr 911-10ML).

Naftol-AS-D-kloracetat, 8 mg/ml, och stabiliseringsmedel. Varning. Orsakar égonirritation.

OM LOSNINGEN KOMMER I OGONEN: Skélj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ut eventuella
kontaktlinser om det g&r latt. Fortsatt att skolja.

Fast Red Violet LB-baslosning (kat.-nr. 912-10ML)

Fast Red Violet LB-bas, 15 mg/ml, i 0,4 mol/I saltsyra med stabiliseringsmedel. Fara. Orsakar
allvarliga bréannskador pd huden samt 6gonskador. Anvéand skyddshandskar/skyddsglaségon/
ansiktsskydd.

TRIZMAL™ 6.3-koncentrat (kat.-nr. 913-50ML)

TRIZMA® maleat, 1 mol/l, med ytaktivt amne. pH 6,3 + 0,15 vid 25 °C. Fara. Orsakar hudirritation.
Kan orsaka allergisk hudreaktion. Orsakar allvarliga 6gonskador. Anvénd skyddshandskar/
skyddsglasogon/ansiktsskydd.

Natriumnitritlosning (kat.-nr. 914-10ML)
Nitrit, 0,1 mol/I

Citratlésning (kat.-nr. 915-50ML)
Citronsyra, 18 mmol/l, natriumcitrat, 9 mmol/I, natriumklorid, 12 mmol/l med ytaktivt &mne,
pH 3,6 £ 0,1 vid 25 °C

a-naftylacetatlosning (kat.-nr. 916-10ML)

a-naftylacetat, 12,5 mg/ml, i metanollésning med stabiliseringsmedel. Fara. Brandfarlig vatska
och Snga. Giftigt vid fortaring. Farligt vid hudkontakt eller inandning. Orsakar lindrig hudirritation.
Orsakar allvarlig 6gonirritation. Orsakar skador pa organ.

Fast Blue BB-baslosning (kat.-nr. 917-10ML)

Fast Blue BB-bas, 15 mg/ml, C.I. 37175 i 0,4 mol/I saltsyra med stabiliseringsmedel. Varning.
Skadligt vid fértaring. Orsakar lindrig hudirritation. Orsakar allvarlig dgonirritation. OM LOSNINGEN
KOMMER IN I OGONEN: Skélj férsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ut eventuella kontaktlinser
om det gar latt.

TRIZMAL™ 7.6-koncentrat (kat.-nr 918-50ML)

TRIZMA® maleat, 1 mol/l, med ytaktivt @mne. pH 7,6 + 0,15 vid 25 °C. Fara. Orsakar hudirritation.
Orsakar allvarliga 6gonskador. Kan orsaka allergiska eller astmatiska symtom eller andningssvarigheter
vid inandning. Kan orsaka irritation i luftvagarna. Skadligt for vattenlevande organismer.

Hematoxylinlésning Gill nr. 3 (kat.-nr. GHS3-50ML)

Certifierad hematoxylin, 6,0 g/I, C.I. 75290, natriumjodat, 0,6 g/|, och aluminiumsulfat,
52,8 g/l med stabiliseringsmedel. Fara. Skadligt vid fortéring. Orsakar allvarliga 6gonskador.
Anvand skyddshandskar/skyddsglaségon/ansiktsskydd.

Natriumfluoridldsning (kat.-nr. 919-25ML)
Natriumfluorid, 20 g/I. Varning. Skadligt vid fortéring. Orsakar lindrig hudirritation.

Sarskilt materiel som kravs men inte tillhandahalls

e Aceton, ACS-reagens

e Formaldehyd, 37 % ACS

e Natriumfluoridlésning, kat.-nr. 919-25ML (Kréavs for férfarande for a-naftylacetatesteras med
fluoridhdmning)

Férvaring och hallbarhet

Férvara hematoxylinlésningen Gill nr. 3 i rumstemperatur (18-26 °C) skyddad frén ljus.
Férvara andra reagenser i kylskap (2-8 °C).

TRIZMAL™ 6.3-koncentrat, TRIZMAL™ 7.6-koncentrat och citratlosning &r lampliga for anvandning
vid frénvaro av mikrobiell tillvéxt. Andra reagenser &r hallbara fram till utgdngsdatumet som anges
pd méarkningen.

Férsamring

Kassera TRIZMAL™-koncentrat och citratlésning om mikrobiell tillvaxt uppstdr. Kassera
hematoxylinldsning Gill nr. 3 om den blir brun (6veroxiderad av luft) eller lila (minskad surhet).

Beredning

Varm reagenserna till rumstemperatur (18-26 °C) innan de ska anvéndas. Esterasreagenser
tillhandah8lls redo att anvandas.

Citratacetonformaldehydfixeringsmedel: Tillsatt 65 ml aceton och 8 ml 37 % formaldehyd till

25 ml citratlésning. Hall i glasflaska och tillslut tétt. Forvaras i kylsk&p (2-8 °C). L&t den uppnd
rumstemperatur (18-26 °C) fore anvandning. Stabil i upp till fyra veckor om den férvaras med tatt
lock i kylskap.

Forsiktighetsatgarder

De medicintekniska produkter fér in vitro-diagnostik som ingdr i dessa kit ar avsedda att anvandas
i klinisk laboratoriemiljo. Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik ar endast avsedda
att anvandas av kvalificerad personal. Medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik fran
Sigma-Aldrich far anvandas av laboratoriepersonal som &r utbildad i hantering av humanprover
som kan vara smittsamma, anvandning av mikroskop och annan laboratorieutrustning samt har
tillrackligt bra fargseende och synskarpa for att kunna urskilja farger och andra férem8l under
mikroskop.

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

Forfarande

Provtagning

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

Blod, benmargsfilmer, beréringspreparat for vavnader och cytocentrifugpreparat kan anvandas med
b&de a-naftylacetatesteras och naftol-AS-D-kloracetatesteras. Antingen EDTA eller heparin kan
anvandas som antikoagulant.® Frysta och paraffininbdddade vavnader kan anvéandas med naftol-AS-
D-kloracetatesteras. a-naftylacetatesteras kan anvandas framgangsrikt pa frysta vavnadsprover.1®
Blod- eller benmérgsfilmer kan férvaras fixerade i rumstemperatur (18-26 °C) i flera veckor och
icke-fixerade i flera dagar utan méarkbar forandring i aktivitet.*® Frakta inte helblod for analys p&
andra laboratorier. Skicka fixerade eller ofixerade objektglas. Objektglasen ska férvaras svalt under
transporten. L3t filmerna torka minst 1 timme fore fixering.

Foérfarandets begransningar

De beskrivna forfarandena utfors vid 37 °C. Om reagenser inte ar vid denna temperatur kan svaga
eller negativa reaktioner erhdllas. Det rekommenderas att temperaturen kontrolleras med en precis
termometer. Vattenbad med kontrollerad temperatur &r mer effektiva &n varmluftsinkubatorer och
bor anvéndas fér enzymcytokemiska metoder. Varmeoverforing genom glas &@r snabbare an genom
plast och darfor bor Coplin-burkar anvandas.

M&nga enzymsystem &r kénsliga for ytterst sma spér av rengoringsmedel. Att tvétta glasvaror
med utspéatt blekmedel och sedan skélja med rikliga mé&ngder avjoniserat vatten kommer forhindra
rengoringsmedelseffekter pa celluldra enzymer.

Fixeringsmedelssystemet som beskrivs i avsnittet "Reagenser” innehaller formaldehyd. Om
fixeringsmedel inte helt avldgsnas genom kraftig skéljning kan vilken méngd aldehyd som helst,
antingen koncentrerat pd lufttorkade objektglas eller spdramnen fr@n vata objektglas, som laggs
till i inkubationssystemet resultera i enzymhé@mning. For att forhindra forlust av blodfilm under
skoljningsprocessen ska du rikta vattenstrémmen pa objektglaset ovan fiaderkanten. Skélj bada
sidorna av objektglaset.

Resultaten baseras pa en viss grad av subjektiv bedémning. Individuella laboratorier bor etablera
sina egna normalintervaller.

Anmarkningar

Anvandare av Sigmas satser 390A och 91C bor vara forsiktiga nar de anvander
TRIZMAP® buffertkoncentrat med katalognummer 913 och 903C eftersom de inte
ar utbytbara. Anvdndning av fel buffert kommer orsaka en negativ reaktion.

Forfarande
De beskrivna férfarandena utférs vid 37 °C.

Forfarande for naftol-AS-D-kloracetatesteras

1. Forvarm tillrackligt med avjoniserat vatten for substratsanvéandning till 37 °C. Kontrollera
temperaturen fore anvéndning.

2. Omedelbart fore fixering ska du tillsatta 1 ml natriumnitritlésning till 1 ml Fast Red Violet
LB-baslésning i ett provror. Blanda férsiktigt genom att vanda och 1t st& i 2 minuter.
Aktiv utveckling av gasbubblor bér undvikas.

3. Tillsatt I6sning frén steg 2 till 40 ml forvarmt avjoniserat vatten fran steg 1.

Lagg till 5 ml TRIZMAL™ 6.3 buffertkoncentrat. (Se “Observanda”)

5. Lé&gg till 1 ml naftol-AS-D-kloracetatlésning. Lésningen bér bli réd. Blanda val och héll
i Coplin-burk.

6. F& upp citratacetonformaldehydldsningen (CAF) till rumstemperatur (18-26 °C). Fixera
objektglasen genom att doppa i CAF-16sning i 30 sekunder.

7. Skolj objektglasen ordentligt i rinnande avjoniserat vatten i 45-60 sekunder, placera sedan i
I6sningen fran steg 5. LAt inte objektglasen torka.

8. Inkubera i 15 minuter, vid 37 °C skyddad fran ljus.

9. Efter 15 minuter ska du ta ut objektglasen och skélja ordentligt i avjoniserat vatten
i minst 2 minuter.

10. Motférga i 2 minuter i hematoxylinlésning, Gill nr. 3.

11. Skélj i kranvatten och lufttorka.

12. Utvérdera mikroskopiskt. Om téckglas behovs ska endast ett vattenbaserat monteringsmedium
anvandas.
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Anmaérkningar

e FoOr anvéndning med Columbia-burkar ska du dela reagensvolymer med 5.

e Om substrat (se steg 5) verkar grumligt ska du varma till rumstemperatur (18-26 °C) och blanda val.

e Om objektglas har forfixerats och forvarats ska du hoppa dver fixeringen (steg 6 och 7) och bérja
fargningen av torra, forfixerade objektglas i steg 8.

Forfarande for a-naftylacetatesteras

1. Forvarm tillréckligt med avjoniserat vatten for substratsanvandning till 37 °C. Kontrollera

temperaturen fore anvéndning.

2. Omedelbart fore fixering ska du tillsatta 1 ml natriumnitritldsning till 1 ml Fast Blue BB-baslésning
i ett provrér. Blanda genom att vanda och I8t std i minst 2 minuter. Fargen kommer &ndras frén
smutsbrun till djupt gul. Aktiv utveckling av gasbubblor bor undvikas.

Tillsatt 16sning frén steg 2 till 40 ml forvarmt avjoniserat vatten frén steg 1.

Lagg till 5 ml TRIZMAL™ 7.6 buffertkoncentrat.

Lagg till 1 ml a-naftylacetatlosning. Losningen bor bli gronaktig. Blanda val och héll i Coplin-burk.
F& upp citratacetonformaldehydldsningen (CAF) till rumstemperatur (18-26 °C). Fixera
objektglasen genom att doppa i CAF-16sning i 30 sekunder. Blanda kraftigt i minst 5 sekunder.

7. Skolj objektglasen ordentligt i rinnande avjoniserat vatten i 45-60 sekunder, placera sedan i

16sningen fran steg 5. LAt inte objektglasen torka.
8. Inkubera i 30 minuter, vid 37 °C skyddad fran ljus.
9. Efter 30 minuter ska du ta ut objektglasen och skélja ordentligt i rinnande avjoniserat vatten i
minst 2 minuter.

10. Motférga i 2 minuter i hematoxylinlésning, Gill nr. 3.

11. Skélj i kranvatten och lufttorka.

12. Utvardera mikroskopiskt. Om téckglas behdvs ska endast ett vattenbaserat monteringsmedium
anvandas.
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Anmaérkningar

e For anvéndning med Columbia-burkar ska du dela reagensvolymer med 5.

e Om substrat (se steg 5) verkar grumligt ska du vérma till rumstemperatur (18-26 °C) och
blanda val.

e Om objektglas har forfixerats och forvarats ska du hoppa dver fixeringen (steg 6 och 7) och bérja
fargningen av torra, forfixerade objektglas i steg 8.

Forfarande med dubbelfidrgningsesteras
1. Utfor a-naftylacetatesterastest som beskrivits i forfarandet. Motférga inte.
2. Skolj objektglas i 5 minuter i avjoniserat vatten.
3. Utfor naftol-AS-D-kloracetatesterastest enligt beskrivningen i forfarandets steg 1-12. Uteslut
steg 6.
Obs!

Fast Red Violet LB-baslésning kan bytas ut mot Fast Blue BB-baslésning om bl granulering féredras for
naftol-AS-D-kloracetatesteras.

Forfarande for a-naftylacetatesteras med fluoridhdamning

Trots att a-naftylacetatesteras framforallt hittas i monocytiska celler nér det utférs som beskrivet bor
det bekréaftas att megakaryocyter och erytroida forstadier ar positiva for den har enzymen.! Lymfocyter
och vissa mogna granulocyter ser ocksd ibland positiva ut.* For att sarskilja dessa celler frAn monocyter
med sakerhet inkorporeras natriumfluorid i inkubationssystemet. Monocytenzymet &r avaktiverat i
narvaro av denna férening.'? Féljande forfarande kan anvandas for att utféra fluoridhamningstestet.

1. Lagg till 2 ml natriumnitritlésning till 2 ml Fast Blue BB-baslosning. Blanda genom att vanda
forsiktigt. L3t std i 2 minuter.
2. Mérk 2 bagare A och B och tillsatt foljande:

Bagare A Bagare B
Avjoniserat vatten forvarmt till 37 °C 40 ml 40 ml
Diazotiserad Fast Blue BB fran steg 1 2ml 2ml
TRIZMAL™ 7.6-koncentrat 5ml 5ml
a-naftylacetatlésning 1ml 1ml
Natriumfluoridlésning - 1ml

3. Blanda vél och héll i Coplin-burkar markta A och B.
4. Fortsatt som beskrivits i steg 6-12 i forfarandet for a-naftylacetatesteras.

Prestandaegenskaper

Varderingsmetod

Granska filmen och vélj ett smalt omrade med f& erytrocyter. Stallen med aktivitet av naftol-AS-D-
kloracetatesteras kommer upptrada som klarréd granulering, a-naftylacetatesteras som svart
granulering. Beddm frén 0 till 4+ baserat pd kvantitet och intensitet av individuella fargdmnen inom de
respektive celltypernas cytoplasma. Egenskaper for vardebestdmmande &r baserade pa ndgot subjektiva
tolkningar. Ett féreslaget vardebestimmandeformat presenteras i tabell 1. Slutsatser baseras pa& den
relativa narvaron eller frénvaron av fargning.

Tabell 1. Egenskaper for vardebestdmmande

Cellbedo Fargni ensitet Tolkning
0+ Ingen -
1+ Svag till medel +
2+ Medel till stark +
3+ Stark +
4+ Mycket stark +

Férvantade observationer

Naftol-AS-D-kloracetatesteras

(Fast Red Violet LB) - Enzym anses vanligtvis specifikt for granulocyta celler. Aktivitetsstéllen visar
starkt réd granulering. Aktiviteten &r svag eller franvarande i monocyter och lymfocyter.

a-naftylacetatesteras

(Fast Blue BB) - Enzym detekteras framst i monocyter, makrofager och histiocyter och &r praktiskt taget
frénvarande i granulocyter. Monocyter bér uppvisa svart granulering. Lymfocyter kan stundtals visa
enzymaktivitet.

Dubbelfdrgningsesteras

Prover som tagits genom dubbelférgningsforfarande kommer uppvisa granulocyter med réd granulering
och monocyter med svart granulering.

a-naftylacetatesteras med fluoridhdmning

Alla monocytiska celler kommer vara negativa for enzymaktivitet med undantag for differentierade
histiocyter eller specialiserade makrofager i vavnad vilka dven kan vara resistenta mot natriumfluorid.*°

Kvalitetskontroll
Reagenssystemet bor kontrolleras med hjélp av positiva och negativa kontrollobjektglas.

Positiva kontrollobjektglas kan framstéllas fran specifika cellinjer som &r kanda som positiva.

Alternativt kan anti-koagulerat blod fr@n normala prover (helst med 6kande monocytantal om
a-naftylacetatesterasférfarande anvands) ocksé anvéndas. Det ger dock mindre intensiv fargning och
kommer ge farre positiva celler.

Kéanda negativa patlentobjektglas kan anvé@ndas som en negativ kontroll. Om de inte finns tillgangliga
kan 6nskad effekt uppnds genom att farga ett prov i en inkubationsblandning utan substratet.
Men att anvénda det forsta alternativet rekommenderas starkt.

Kontakta teknisk service p& Sigma-Aldrich for hjalp ifall resultaten som observeras avviker frdn de
férvéntade resultaten.

Analytiska prestandaegenskaper

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

Kat.- Produktbeskriv- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. ning inom inom mellan mellan
analys analys analyser analyser
Naftol-AS-D-klora-  Aktivitets-
911 cetatlosning. stallen 3avs 3av3 3av3 3avs
Fast Red Violet Aktivitets-
912 LB-baslésning stillen 3av3 3av3 3av3 3av3
TRIZMAL™ 6.3 .
913 Koncentrat Osmolalitet 3av3 3av3 3av3 3av3
pH 3av3 3av3 3av3 3av3
Natriumnitrat- Aktivitets-
914 losning stallen 3av3 3av3 3av3 3av3
. - Aktivitets-
915 Citratldsning stallen 3av3 3av3 3av3 3av3
a-naftylacetat- Aktivitets-
916 losning stallen 3av3 3av3 3av3 3av3
Fast Blue Aktivitets-
917 BB-baslosning stallen 3av3 3av3 3av3 3av3
TRIZMAL™ 7.6- .
918 Koncentrat Osmolalitet 3av3 3av3 3av3 3av3
pH 3av3 3av3 3av3 3av3
Natriumfluorid- Aktivitets-
919 Bsning stallen 3av3 3av3 3av3 3av3
Hematoxylinlos- x
GHS3 ning, Gill nr. 3 Karnor 3av3 3av3 3av3 3av3

Varningar och faror

Se sdkerhetsdatabladet och produktmarkningen for uppdaterad information om risker, fara och
sakerhet.

91A:
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H226 Brandfarlig vatska och &nga.

H290 Kan vara fratande pd metaller.

H301 Giftigt vid fortaring.

H312 + H332 Farligt vid hudkontakt eller inandning.

H319 Orsakar allvarlig égonirritation.

H370 Orsakar skador pd organ (6gon, centrala nervsystemet).
H412 Skadliga l&ngtidseffekter for vattenlevande organismer.

P210 H&ll borta fr8n vérme, heta ytor, gnistor, 5ppna I&gor och andra antandningskallor.
Rokning forbjuden.

P273 Undvik utslépp i miljon.
P280 Anvénd skyddshandskar/skyddsklader/skyddsglaségon/ansiktsskydd.
P301 + P310 VID FORTARING: Ring omedelbart till en GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller l&kare.

P303 + P361 + P353 VID HUDKONTAKT (eller hdr): Ta omedelbart av alla kontaminerade klader.
Skélj huden med vatten.

P304 + P340 + P312 VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att personen andas
utan problem. Ring en GIFTINFORMATIONSCENTRAL/l&kare om du mar daligt.



H290 Kan vara fratande pd metaller.

H302 Skadligt vid fortaring.

H315 Orsakar hudirritation.

H317 Kan orsaka en allergisk hudreaktion.

H318 Orsakar allvarliga 6gonskador.

H335 Kan orsaka irritation i luftvédgarna.

H360FD Kan skada fertiliteten. Kan skada det ofédda barnet.

H373 Kan orsaka skador p& organ (njurar) genom I&ngvarig eller upprepad exponering vid fortaring.
P202 Hantera inte forréan alla sékerhetsféreskrifter har lasts och forsttts.

P280 Anvand skyddshandskar/skyddskléder/skyddsglasdgon/ansiktsskydd.

P301 + P312 VID FORTARING: Ring en GIFTINFORMATIONSCENTRAL/l4kare om du mar d&ligt.
P302 + P352 VID KONTAKT MED HUDEN: Tvatta med mycket vatten.

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

P308 + P313 Vid exponering eller misstanke om exponering: Uppsok ldkare.

Om det har intraffat ett allvarligt tillbud medan denna enhet anviants eller som ett
resultat av att den har anvénts ska det rapporteras till tillverkaren och/eller dess
auktoriserade representant samt myndigheten i ditt land.

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

Tillverkare Katalognummer

Se bruksanvisningen Batchkod

Auktoriserad representant i
Europeiska gemenskapen/ C E
Europeiska unionen

EU-férsakran om
overensstammelse (definieras i
IVDR 2017/746)

Tillverkningsdatum Importér

o Medicinteknisk produkt for in vitro-
Utgangsdatum diagnostik
Temperaturgréns A Forsiktighet

Anger den auktoriserade
representanten i Schweiz
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Kontaktuppgifter

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

Revisionshistorik

Rev. 4.0 2014
Rev. 5.0 2016
Rev. 6.0 2023

Overfort till ny mall med nuvarande varumarke. Specificerat “For yrkesméssigt

bruk” under "Avsedd anvandning” och under "Forsiktighetsatgarder”. Reviderat
"Avsedd anvandning" s att det motsvarar riktlinjerna for IVDR. Uppdaterat
"Materialsékerhetsdatablad” till “Sékerhetsdatablad”. Uppdaterat kontaktuppgifterna.
Tagit bort anvisningen om att CLSI ska féljas vid provtagning. Tagit bort EN 980 och
andrat till EN ISO 15223-1:2021 fér symbolerna. Lagt till kontaktuppgifter for negativa
handelser. Uppdaterat litteraturreferenserna. Lagt till en tabell 6ver revisionshistoriken.
Lagt till varningar och faror. Lagt till information om representant i Schweiz.

Sigma-Aldrich, Inc.,
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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 KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Instrugdes de utilizagdo

Kit de acetato de a-naftilo de leucdcitos
(esterase nao especifica) e de cloroacetato
de naftol AS-D de leucdcitos

(esterase especifica)

Procedimento N.° 91

[vo] C€

MILIPORR
SiGhMa

Utilizacdo prevista

Os Kits de esterase de acetato de a-naftilo e de esterase de cloroacetato de naftol AS-D da
Sigma-Aldrich destinam-se a ser utilizados como corantes histolégicos para uso geral em
laboratério. Os reagentes de esterase de acetato de a-naftilo e de esterase de cloroacetato de
naftol AS-D destinam-se somente a “Utilizagdo para diagndstico in vitro” por profissionais. Este
procedimento histoquimico, qualitativo e manual, destina-se a demonstrar atividade de esterase de
acetato de a-naftilo e de esterase de cloroacetato de naftol AS-D em leucécitos de sangue humano,
peliculas de medula dssea ou preparagdes por contacto de tecido. A visualizagdo histoldgica das
esterases celulares de leucdcitos € uma técnica Unica atualmente utilizada em medicina.

As esterases celulares sdo ubiquas, representando aparentemente uma série de diferentes enzimas
que atuam sobre substratos selecionados. Em condigdes de reacdo definidas, pode ser possivel
determinar tipos de células hemopoiéticas, utilizando substratos especificos de esterase. Os
métodos descritos fornecem aos hematologistas e hematopatologistas os meios para distinguir
granulécitos de mondcitos.!”

Para realizar o teste, sangue, peliculas de medula dssea ou preparagdes por contacto de tecido sdo
incubados com cloroacetato de naftol AS-D (NCAE) ou acetato de a-naftilo (NAE) na presenca de
um sal de diazénio recém-formado. A hidrélise enzimatica de ligagdes de ésteres liberta compostos
de naftol livres. Estes acoplam-se com o sal de diazénio, formando depdsitos altamente coloridos
nos locais de atividade enzimatica.

A maioria dos procedimentos recentes, incluindo os fornecidos pela Sigma-Aldrich, emprega sais
de diazénio estaveis. Estes sdo formados pela reagdo de uma arilamina com nitrito de sédio num
meio acido.? O cloreto de diazénio resultante (geralmente instavel) pode ser entdo tratado com
compostos, tais como cloreto de zinco, sulfato de zinco ou naftaleno-1,6-dissulfonato, formando
sais estaveis. Estes estabilizadores podem exercer uma inibigdo acentuada em alguns sistemas
a Sigma-Aldrich fornece agora solugBes estaveis de Base vermelha violeta rapida LB, Base azul
répida BB e Nitrito de sodio para citoquimica de esterase. Para simplificar estes métodos ainda
mais, estdo incluidas solugBes estéveis de Cloroacetato de naftol AS-D e Acetato de a-naftilo. A
disponibilidade destas solugdes estaveis permite ao cliente ajustar os volumes de reagentes de
trabalho de acordo com as necessidades, eliminando desperdicios.

Reagentes

Solugéo de Cloroacetato de naftol AS-D (N.° de cat. 911-10ML)

Cloroacetato de naftol AS-D, 8 mg/ml, e estabilizante. Aviso. Provoca irritagdo ocular. SE ENTRAR
EM CONTACTO COM OS OLHOS: Lavar cautelosamente com dgua durante varios minutos. Se usar
lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel. Continue a enxaguar.

Solugdo de Base vermelha violeta rapida LB (N.° de cat. 912-10ML)

Base vermelha violeta rapida LB, 15 mg/ml, em 0,4 mol/| de &cido cloridrico com estabilizadores.
Perigo. Provoca queimaduras cutdneas graves e lesdes oculares. Usar luvas de protegdo/protegdo
ocular/protecgdo facial.

Concentrado TRIZMAL™ 6,3 (N.° de cat. 913-50ML)

Maleato TRIZMA®, 1 mol/l, com tensioativo. pH 6,3 £ 0,15 a 25 °C. Perigo. Provoca irritagdo
cutanea. Pode provocar reagdo alérgica cutanea. Provoca lesdes oculares graves. Usar luvas de
protegdo/protecdo ocular/protegdo facial.

Solugdo de Nitrito de sddio (N.° de cat. 914-10ML)
Nitrito de sddio, 0,1 mol/I

§oluq§o de Citrato (N.° de cat. 915-50ML)
Acido citrico, 18 mmol/I, citrato de sédio, 9 mmol/l, cloreto de sdédio, 12 mmol/l, com tensioativo,
pH 3,6 £ 0,1 a 25 °C.

Solugdo de Acetato de a-naftilo (N.° de cat. 916-10ML)

Acetato de a-naftilo, 12,5 mg/ml, em solugdo de metanol com estabilizantes. Perigo. Liquido e
vapor inflamaveis. Toxico por ingestdo. Nocivo em contacto com a pele ou por inalagdo. Provoca
irritagdo cutanea ligeira. Provoca irritagdo ocular grave. Provoca danos nos 6rgaos.

Solugdo de Base azul rapida BB (N.° de cat. 917-10ML)

Base azul rapida BB, 15 mg/ml, C.I. 37175, em 0,4 mol/I de &cido cloridrico com estabilizadores.
Aviso. Nocivo por ingestdo. Provoca irritagdo cutdnea ligeira. Provoca irritagdo ocular grave.

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.

Concentrado TRIZMAL™ 7,6 (N.° de cat. 918-50ML)

Maleato TRIZMA®, 1 mol/l, com tensioativo. pH 7,6 + 0,15 a 25 °C. Perigo. Provoca irritagdo
cutdnea. Provoca lesBes oculares graves. Quando inalado, pode provocar sintomas de alergia ou de
asma ou dificuldades respiratdrias. Pode provocar irritacdo das vias respiratorias. Nocivo para os
organismos aquaticos.

Solugdo de Hematoxilina, Gill N.° 3 (N.° de cat. GHS3-50ML)

Hematoxilina, certificada, 6,0 g/I, C.I. 75290, iodato de sddio, 0,6 g/l e sulfato de aluminio,
52,8 g/l, com estabilizadores. Perigo. Nocivo por ingestdo. Provoca lesdes oculares graves.
Usar luvas de protegdo/protegdo ocular/protegdo facial.

Solucdo de Fluoreto de sédio (N.° de cat. 919-25ML)
Fluoreto de sddio, 20 g/I. Aviso. Nocivo por ingestdo. Provoca irritagdo cutdnea ligeira.

Materiais especiais necessarios mas ndo fornecidos
e Acetona, Reagente ACS

e Formaldeido, 37%, ACS

e Solugdo de Fluoreto de sddio, N.° de cat. 919-25ML (Necesséria para o procedimento de
esterase de acetato de a-naftilo com inibigdo do fluoreto.)

Conservagao e estabilidade
Conservar a Solugdo de Hematoxilina, Gill n.° 3, a temperatura ambiente (18-26 °C), protegida da
luz. Conservar os outros reagentes no frigorifico (2-8 °C).

O Concentrado TRIZMAL™ 6,3, o Concentrado TRIZMAL™ 7,6 e a Solugdo de Citrato sdo adequados
para utilizagdo na auséncia de crescimento microbiano. Os outros reagentes permanecem estaveis
até a data de validade indicada no rétulo.

Deterioragao

Eliminar o Concentrado TRIZMAL™ e a Solugdo de Citrato se o crescimento microbiano for evidente.
Eliminar a Solugdo de Hematoxilina Gill N.° 3 se a solugdo ficar castanha (excesso de oxidag&o
devido ao ar) ou roxa (perda de acidez).

Preparagéo
Aquecer todos os reagentes até a temperatura ambiente (18-26 °C) antes da utilizagdo.
Os reagentes de esterase sdo fornecidos prontos a utilizar.

Fixador de citrato-acetona-formaldeido: A 25 ml de Solugdo de citrato, adicionar 65 ml de Acetona
e 8 ml de Formaldeido a 37%. Colocar em frasco de vidro e tapar firmemente. Conservar no
frigorifico (2-8 °C). Deixar atingir a temperatura ambiente (18-26 °C) antes de utilizar. Estavel
durante até 4 semanas se conservado firmemente tapado no frigorifico.

Precaugbes

Os DIV incluidos nestes kits destinam-se a utilizagdo para diagnéstico 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 microscopios e
outros equipamentos laboratoriais e com percegdo cromatica e acuidade visual para distinguir cores
e outros objetos ao microscépio.

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.

E possivel utilizar sangue, peliculas de medula dssea, preparagdes por contacto de tecido e
citocentrifuga com esterase de acetato de a-naftilo e esterase de cloroacetato de naftol AS-D.

A EDTA ou heparina atuard como anticoagulante.® E possivel utilizar tecidos congelados e incluidos
em parafina com esterase de cloroacetato de naftol AS-D. A esterase de acetato de a-naftilo pode
ser utilizada com sucesso em secgdes de tecidos congelados.!® E possivel conservar peliculas de
sangue ou medula dssea fixadas a temperatura ambiente (18-26 °C) durante varias semanas ou
ndo fixadas durante vérios dias sem alteragdo aprecidvel da atividade. 4,° Ndo expedir sangue total
para ensaio noutros laboratdrios. Enviar laminas fixadas ou ndo fixadas. As laminas devem ser
mantidos refrigeradas em transito. Permitir que as peliculas sequem durante, pelo menos, 1 hora
antes da fixag&o.

Limitagdes do procedimento

Os procedimentos descritos sdo realizados a 37 °C. Se os reagentes ndo estiverem a esta
temperatura, podem ser obtidas reagdes fracas ou negativas. Recomenda-se a verificagdo das
temperaturas com um termometro preciso. Os banhos-maria de temperatura controlada sdo mais
eficientes do que as incubadoras de ar quente e devem ser utilizados em métodos de citoquimica
enzimatica. A transferéncia de calor através de vidro é mais rapida do que através de plastico, pelo
que devem ser utilizadas jarras de Coplin de vidro.

Muitos sistemas enzimaticos sdo sensiveis a pequenos vestigios de detergente. A lavagem dos
vidros com lixivia diluida, seguida de enxaguamento com agua desionizada abundante, impede o
efeito do detergente sobre as enzimas celulares.

O sistema fixador descrito na secgdo "Reagentes" contém formaldeido. Se o fixador n&o for
removido na totalidade por uma lavagem vigorosa, qualquer quantidade de aldeido, quer
concentrado em |aminas secas ao ar ou vestigios em laminas himidas, adicionada ao sistema

de incubag&o, pode resultar na inibigdo enzimatica. Para prevenir a perda de pelicula de sangue
durante o processo de enxaguamento, direcionar o fluxo de agua para a Idmina acima do rebordo
biselado. Enxaguar ambos os lados da lamina.

Os resultados baseiam-se num determinado grau de interpretagdo subjetiva. Os laboratérios
individuais devem estabelecer os seus proprios intervalos normais.

Notas

Os utilizadores dos Kits Sigma 390A e 91C devem ser cautelosos ao utilizar os
Concentrados de Tampao TRIZMA®, N.° de catalogo 913 e 903C, uma vez que
ndo sdo permutaveis. A utilizagdo de um tampéo incorreto resulta numa
reagdo negativa.

Procedimento
Os procedimentos descritos sdo realizados a 37 °C.

Procedimento de Esterase de cloroacetato de naftol AS-D

1. Pré-aquecer dgua desionizada suficiente para uso no substrato até 37 °C. Verificar a

temperatura antes de usar.

2. Imediatamente antes da fixacdo, adicionar 1 ml de Solugdo de pastilhas de Nitrito de sddio
a 1 ml de Solugdo de Base vermelha violeta répida LB. Misturar suavemente por inversgo e
deixar repousar durante 2 minutos. A evolugdo ativa das bolhas de gas deve ser evitada.
Adicionar solugéo do Passo 2 a 40 ml de agua desionizada pré-aquecida do Passo 1.
Adicionar 5 ml de Concentrado de Tamp&o TRIZMAL™ 6,3. (Consultar a “Nota”)

5. Adicionar 1 ml de Solugdo de Cloroacetato de naftol AS-D. A solugdo deve ficar vermelha.
Misturar bem e verter para a jarra de Coplin.

6. Aguardar até a Solugdo de Citrato-acetona-formaldeido (CAF) estar a temperatura ambiente
(18-26 °C). Fixar as laminas submergindo-as em Solugédo CAF durante 30 segundos.

7. Enxaguar cuidadosamente as Iaminas em agua desionizada corrente durante 45-60 segundos

e, em seguida, colocar em solugdo do Passo 5. Ndo permitir que as laminas sequem.

Incubar durante 15 minutos, a 37 °C, protegidas da luz.

9. Apds 15 minutos, remover as ldminas e enxaguar cuidadosamente em &gua desionizada
durante, pelo menos, 2 minutos.

10. Efetuar a contracoloragdo durante 2 minutos em Solugdo de Hematoxilina, Gill N.© 3.

11. Enxaguar em agua da torneira e deixar secar ao ar.

12. Avaliar microscopicamente. Se for necessario utilizar lamelas, utilizar apenas um meio de
montagem aquoso.

Hw
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Notas

e Para utilizagdo com jarras de Columbia, dividir os volumes de reagentes por 5.

e Se 0 substrato (Consultar o Passo 5) aparecer turvo, levar a temperatura ambiente (18-26 °C) e
misturar bem.

¢ Se as laminas tiverem sido pré-fixadas e armazenadas, saltar a fixagdo (Passos 6 e 7) e iniciar a
coloragdo das laminas secas, pré-fixadas no Passo 8.

Procedimento de Esterase de acetato de a-naftilo

1. Pré-aquecer dgua desionizada suficiente para uso no substrato até 37 °C. Verificar a temperatura
antes de usar.

2. Imediatamente antes da fixag&o, adicionar 1 ml de Solug&o de pastilhas de Nitrito de sddio a 1 ml
de Solugdo de Base azul rapida BB. Misturar por inversdo e deixar repousar durante, pelo menos,
2 minutos. A cor muda de castanho sujo para amarelo profundo. A evolugdo ativa das bolhas de
gas deve ser evitada.

Adicionar solugdo do Passo 2 a 40 ml de agua desionizada pré-aquecida do Passo 1.
Adicionar 5 ml de Concentrado de Tampao TRIZMAL™ 7,6.

5. Adicionar 1 ml de Solugdo de Acetato de a-naftilo. A solugdo deve ficar esverdeada. Misturar bem e

verter para a jarra de Coplin.

6. Aguardar até a Solucdo de Citrato-acetona-formaldeido (CAF) estar a temperatura ambiente
(18-26 °C). Fixar as laminas submergindo-as em Solugdo CAF durante 30 segundos. Agitar
vigorosamente as laminas durante os Ultimos 5 segundos.

7. Enxaguar cuidadosamente as l&minas em &gua desionizada corrente durante 45-60 segundos e,
em seguida, colocar em solugdo do Passo 5. Ndo permitir que as ldaminas sequem.

8. Incubar durante 30 minutos, a 37 °C, protegidas da luz.

9. Apds 30 minutos, remover as léminas e enxaguar cuidadosamente durante, pelo menos, 2 minutos
em agua desionizada corrente.

10. Efetuar a contracoloragdo durante 2 minutos em Solugdo de Hematoxilina, Gill N.° 3.

11. Enxaguar em agua da torneira e deixar secar ao ar.

12. Avaliar microscopicamente. Se for necessario utilizar lamelas, utilizar apenas um meio de
montagem aquoso.

Notas

e Para utilizagdo com jarras de Columbia, dividir os volumes de reagentes por 5.
e Se o substrato (Consultar o Passo 5) aparecer turvo, levar a temperatura ambiente (18-26 °C) e
misturar bem.
e Se as laminas tiverem sido pré-fixadas e armazenadas, saltar a fixagdo (Passos 6 e 7) e iniciar a
coloragdo das laminas secas, pré-fixadas no Passo 8.
Procedimento de coloragao dupla da Esterase
1. Realizar o teste de Esterase de acetato de a-naftilo conforme descrito em Procedimento. N&o
efetuar a contracoloragéo.
2. Enxaguar a lamina, durante 5 minutos, em agua desionizada.
3. Realizar o teste de Esterase de cloroacetato de naftol AS-D conforme descrito nos Passos 1-12 do
Procedimento. Omitir o Passo 6.
Nota

A Solugdo de Base azul rapida BB pode ser substituida pela Solugdo de Base vermelha violeta rapida LB
se a granulagdo azul for preferivel para a Esterase de cloroacetato de naftol AS-D.
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Procedimento de esterase de acetato de a-naftilo com inibigdo do fluoreto

Embora a esterase de acetato de a-naftilo seja encontrada principalmente em células de linhagem
monocitica quando o procedimento é realizado conforme descrito, deve ser reconhecido que os
megacaridcitos e precursores eritroides sdo positivos para esta enzima.!* Os linfocitos e alguns
granulécitos maduros exibem também uma positividade ocasional.* Para diferenciar estas células
conclusivamente dos mondcitos, o fluoreto de sédio é incorporado com o sistema de incubagdo. A
enzima do mondcito € inativada na presenga deste composto.'? O seguinte procedimento pode ser
utilizado para realizar o teste de inibigdo do fluoreto.

1. A 2 ml de Solugéo de Base azul rapida BB, adicionar 2 ml de Solugdo de Nitrito de sodio. Misturar
suavemente por inversdo. Deixar repousar durante 2 minutos.
2. Rotular dois copos A e B e adicionar o seguinte:

Copo A Copo B
Agua desionizada pré-aquecida até 37 °C 40 ml 40 ml
Azul rapido BB diazotizado do Passo 1 2ml 2ml
Concentrado TRIZMAL™ 7,6 5ml 5ml
Solugdo de Acetato de a-naftilo 1ml 1ml
Solugdo de Fluoreto de sédio - 1ml

3. Misturar bem e verter para as jarras de Coplin rotuladas com A e B.
4. Prosseguir conforme descrito nos Passos 6-12 do Procedimento de Esterase de acetato de
a-naftilo.

Caracteristicas do desempenho

Método de classificagdo

Digitalizar a pelicula e selecionar uma area fina com poucos eritrocitos. Os locais de atividade de
Esterase de cloroacetato de naftol AS-D surgem como granulagdo vermelha brilhante, e a Esterase de
acetato de a-naftilo como granulagdo preta. Classificar de 0 a 4+ com base na quantidade e intensidade
de corantes individuais no citoplasma dos respetivos tipos de células. As caracteristicas da classificagdo
baseiam-se numa interpretagdo algo subjetiva. Um formato de classificagdo sugerido é apresentado na
Tabela 1. As conclusdes centram-se na presenga relativa ou auséncia de coloragdo.

Tabela 1. Caracteristicas da classificagdo

Classificagdo das células Int idade da coloracdo Interpretacdo
0+ Nenhum/a .
1+ Ténue a moderada +
2+ Moderada a forte +
3+ Forte +
4+ Brilhante +

Observagoes esperadas

Esterase de cloroacetato de naftol AS-D

(Vermelho violeta rapido LB) - Geralmente, a enzima é considerada especifica para células de linhagem
granulocitica. Os locais de atividade exibem uma granulagdo vermelha brilhante. A atividade é fraca ou
ausente em termos de mondcitos e linfécitos.

Esterase de acetato de a-naftilo

(Azul répido BB) - A enzima é detetada principalmente em mondcitos, macréfagos e histidcitos e
encontra-se virtualmente ausente em granuldcitos. Os mondcitos devem exibir granulagéo preta.
Ocasionalmente, os linfécitos podem exibir atividade enzimética.

Coloragao dupla da Esterase

As amostras obtidas através do procedimento de coloragdo dupla demonstram os granuldcitos com
granulagdo vermelha e os mondcitos com granulagdo preta.

Esterase de acetato de a-naftilo com inibigdo do fluoreto

Todas as células de linhagem monocitéria seréo negativas para atividade enzimética, exceto os
histidcitos diferenciados ou macréfagos especializados em tecidos que podem também ser resistentes
ao fluoreto de soédio.*®

Controlo de qualidade

O sistema de reagentes deve ser monitorizado através da utilizacdo de laminas de controlo positivo e
negativo.

As laminas de controlo positivo podem ser preparadas a partir de linhas celulares especificas conhecidas
como positivas.

Alternativamente, também pode utilizar sangue anticoagulado de amostras normais (de preferéncia com

aumento da contagem de mondcitos se utilizar o procedimento esterase de acetato de a-naftilo); no
entanto, elas fornecem uma coloragdo menos intensa e tém menos células positivas.

Podem ser utilizadas laminas negativas conhecidas dos doentes como controlo negativo. Se ndo estiver
disponivel, a coloragdo de uma amostra numa mistura de incubag&o com o substrato omitido produzira
os resultados desejados. No entanto, a utilizagdo da primeira é altamente recomendada.

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

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.

N.° de Descrigdo do Alvo Especificidad ibilidade pecificidad ibilidade
cat. produto intr i intr i interensaio interensaio
Solugéo de .
911 Cloroacetato de I;:if/aiésag: 3de3 3de3 3de3 3de3
naftol AS-D
Solugdo de Base .
912 vermelna violeta  02IS d¢ 3de3 3de3 3de3 3de3
rapida LB atividade
913 Tﬁ?;;ﬂ‘f{,?‘é% Osmolalidade 3de3 3de3 3de3 3de3
pH 3de3 3de3 3de3 3de3
914 Nitrito Locais de 3de3 3de3 3de3 3de3
atividade
915  Solugdio de Citrato ~ -0¢2is de 3de3 3de3 3de3 3de3
atividade
Solugdo de .
916 Acetato de Locais de 3de3 3de3 3de3 3de3
a-naftilo atividade
Solugdo de Base Locais de
917 azul rapida BB atividade 3de3 3des 3de3 3de3
918 Tﬁ;’;;ﬂ‘f{fg"é Osmolalidade 3de3 3de3 3de3 3de3
pH 3de3 3de3 3de3 3de3
Solugdo de Locais de
919 Fluoreto de sédio atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
Solugdo de
GHS3 Hematoxilina, Ncleos 3de3 3de3 3de3 3de3
Gilln.°o3

Avisos e Perigos

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

91A:

SO

H226 Liquido e vapor inflamaveis.

H290 Pode ser corrosivo para os metais.

H301 Toxico por ingestdo.

H312 + H332 Nocivo em contacto com a pele ou por inalagdo.
H319 Provoca irritagdo ocular grave.

H370 Afeta os 6rgdos (Olhos, sistema nervoso central).

H412 Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

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

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

P301 + P310 EM CASO DE INGESTAO: Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMAGAO
ANTIVENENOS/médico.

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

P304 + P340 + P312 EM CASO DE INALACIT\O: Retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e
manté-la numa posig§o~que ndo dificulte a respiragdo. Caso sinta indisposigdo, contacte um
CENTRO DE INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.
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91C: Histérico de revisdes
Rev. 4.0 2014
Rev. 5.0 2016
Rev. 6.0 2023

Transferéncia para novo modelo com a marca atual. Especificacdo para utilizagdo
H290 Pode ser corrosivo para os metais. profissional na utilizag&o prevista e nas precaugdes. Declaragdo de auxiliar de
diagndstico movida para a utilizagdo prevista. Revisdo da utilizagdo prevista para

H302 Nocivo por ingestgo. alinhamento com as diretrizes do regulamento relativo aos dispositivos médicos para

H315 Provoca irritagio cutdnea. diagnéstico in vitro (RDIV). Atualizagdo dg Folha de !Dados de_Seguranga do Material B
para Folha de Dados de Seguranga. Atualizagdo das informagGes de contacto. Remogdo
H317 Pode provocar uma reagéo alérgica cuténea. da instrugdo para seguir o CLSI na colheita de amostras. Remog&o da norma EN 980
e alteragdo para a norma EN ISO 15223-1:2021 nos simbolos. Adigdo de informagdes
H318 Provoca leses oculares graves. de contacto em caso de eventos adversos. Atualizagdo das referéncias bibliogréficas.

Adigdo de uma tabela de histdrico de revisdes. Adigdo de Adverténcias e Perigos.

H335 Pode provocar irritagdo das vias respiratorias. Adicionadas informacdes CH-REP.

H360FD Pode afetar a fertilidade. Pode afetar o nascituro.

H373 Pode afetar os 6rgdos (Rins) apds exposicdo prolongada ou repetida em caso de ingest&o.
P202 N&o manuseie o produto antes de ter lido e percebido todas as precaugdes de seguranga.
P280 Usar luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protegdo ocular/protecdo facial.

P301 + P312 EM CASO DE INGESTAO: Caso sinta indisposicdo, contacte um CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.

P302 + P352 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: Lavar abundantemente com agua.
P305 + P351 + P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: Lavar cautelosamente com
4gua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel.

Continue a enxaguar.

P308 + P313 EM CASO DE exposigdo ou suspeita de exposigdo: Consulte um médico.

Caso tenha ocorrido algum incidente grave durante a utilizagdo deste dispositivo
ou como resultado da sua utilizagdo, comunique-o ao fabricante e/ou ao respetivo
representante autorizado e a sua autoridade nacional.

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

“ Fabricante

[:m Consultar as instrugdes

Numero de catdlogo

Cédigo do lote

= |[®
o
IH

de utilizagdo
Representante autorizado Declaragdo de Conformidade da
na Comunidade Europeia/ c € Unido Europeia (definida na diretiva
Unido Europeia RDIV 2017/746)
. Dispositivo médico para diagndstico
Data de validade in vitro
Limite de temperatura A Atencgdo
Data de fabrico % Importador

Indica o Representante Autorizado
na Suica
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Aiadikaaoia ap. 91

q3

Mpoopi1Zopevn Xprion

Ta kit Naphthol AS-D XAwPOOEIKNG £0TEPACNG Kal a-va@OUA-0EIKNG E0TePAoNG TnG Sigma-Aldrich
npoopifovTal wg IGTOAOYIKN XPWON YEVIKAG EpYACTNPIAKAG XProng. Ta avmidpactrpia Naphthol

AS-D XAwPOOEIKNG E0TEPACNG Kal a-vapBUA-OEIKNG EGTEPAGNG NPOOPIZOVTal HOVO yia eNayYEAUATIKT

«in vitro dIayVWaTIKA XpAon». AUTA N KN QuTOPATR, MOIOTIKR, IoTOXNHIKA diadikagia avayvwpilel

TN dpacTnpidTnTa TNG naphthol AS-D xAwPOOEIKNG E0TEPATNG Kal TNG a-vaPBUA-0EIKNG EOTEPATNG

0Ta AEUKOKUTTApa GIAY avBpmnivou aipatog, HUehol TwV 00TAV I NAPACKEUAOHATWY I0TOV
anoTUNWHATIKAG KUTTApoAoyiag. H 10TOAOYIKN ONTIKOMOINGON TWV KUTTAPIKMY EGTEPACMV AEUKOKUTTAPWV
€ival pia ovadikr TEXVIKM Nou €ni Tou NapovVToG XpNOIHOMOIEITal EUPEWG OTNV IATPIKT.

Ol KUTTApIKEG EGTEPATEG €ival NAVTaxou Napouses Kal Qaiveral va avTinpoownelouy pid ogipd
SIaPOPETIKWY eVIUPWY NMOU SPOoUV OE EMNIAEYHEVA UNOCTPWHATA. YNO KABOPIOHEVEG CUVONKEG
avTidpaong, Knopei va givai duvaTog 0 NPOadIoPITHOG TUNWVY AIMOMOINTIKWY KUTTAPWY, XPNOIHOMOIQVTAG
£101Ka UNooTPWHATA E0TEPATNG. O NEPIYPAPOUEVEG HEBODOI NAPEXOUV OTOUG AINATOAOYOUG KAl TOUG
aigatonadoAoyoug péoa yia Tn SIAKPIoN TWV KOKKIOKUTTAPWY ano Ta povokuTrapa.t”

Ma va npaypatonoinBei n Sokipf, Ta QIAL AipaTog, PUEAOU TWV 00TGV A Ta NAPACKEUACKATA
10T@V anoTUNWHATIKAG KU'rrapo)\ovlaq snwu(ovml €iTe Pe naphthol AS-D xAwpoo&ikd (NCAE) eite
He a-vapBuA-oEikod (NAE) napoucia evog @peokou alaTog dialwviou. H evlupaTikr) udpoAuon Twv
£0TEPIKOV dETUMV aneAeuBepVel EAEUBEPEG EVWOEIG vaPBOANG. AUTEG NpaypaTonoliolv ouZeugn
He To aAag dialwviou, oxnuaTi{ovTag vrova XpwHaTIoOUEVEG EVAnoBETEIG 0Ta onpeia eVIUHIKNG
dpaocTnpIoTNTAG.

O1 mio NpooPaTeg 31adikacieg, CUNNEPIAAUBAVOPEVMV EKEIVWVY MOU NapéxovTal anod Tn Sigma-
Aldrich, xpnoiponoioUv otabepd aiata dialwviou. Auta oxnuarifovral Pe avTidpaon piag apuiapivng
HE VITpPWJEG vaTpio o€ éva 0&Ivo PEso.® To npokUnTov XxAwpiouxo dialwvio (ouviBwg acTabeg)
Hnopei aTn ouvéxela va unoBAnBei o€ enegepyaaia Pe EVWOEIG ONWG XAwpIoUXoG Weudapyupog,
BeNKOG Weudapyupog N vagBaAevo-1,6- SICOUAPOVIKO, oxnuaTitovTag otabepd aiarta. AuToi ol
0oTaBePONOINTEG EVOEXETAI VA AOKOUV £VTOVN avaoTaATIKR dpacn o€ opiopéva eviupaTikG cuoThpaTa,
eV Ta XAwpioUxa dialmvia gival AlydoTepo avacTaATikd.8 MNa auTtov Tov Aoyo, n Sigma-Aldrich
napexel nAéov orabepa diaAUpaTa Baong Fast Red Violed LB, Baong Fast Blue BB kal viTpmdoug
VaTpiou yia TNV KUTTapoxnKeia Tng eoTepaong. Mpokeipévou va anhonoinolv NePaITEPW AUTEG Ol
pEBodol1, nepihapBavovTail eniong otabepd diaAupata Naphthol AS-D xAwpoo&ikoU kar a-vapOuA-
o&ikoU. H 81aBe0IuoTNTA AUTGOV TwV 0TaBeP®V SIAAUPATWY ENITPENEI OTOV NEAATN va NPOoCapHolel
TOUG OYKOUG TwV avTidpaoTnpinv epyaciag avaloya pe TIG avaykeg, eEaleipovTag Ta anopAnTa.

AvTidpaoTipia

AiaAupa Naphthol AS-D xAwpoo&ikou (Ap. katahdyou 911-10ML)

Naphthol AS-D xAwpoo&iko, 8 mg/mL, kai araBeponoinTrg. Mpoeidonoinan. MpokaAsi o@OaAUIKO
£peBIoNO. SE MNEPIMTQSH ENA®HE ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO YIA APKETA AENTA.
Av UNApyouV (Gakoi eNapng, aealpecTe TOUG, av ival eUKOAO. SUVEXIOTE va EENAEVETE.

AiaAupa Baong Fast Red Violet LB (Ap. kataAoyou 912-10ML)

Baon Fast red violet LB, 15 mg/mL, og 0,4 mol/L udpoxAwpikou 0&€og pe arabeponoinTn. Kivduvog.
MNpokaAei coBapa deppatika eykavpaTa kal opOaApIkeG BAABEG. Na (popaTe NPOCTATEUTIKA yavTia/
HEoa aTopIKNG NpoaTaaciag yia Ta partia/To npdowno.

Zupnukveopa TRIZMAL™ 6.3 (Ap. kataAdyou 913-50ML)

TRIZMA® maleate, 1 mol/L, pe em@aveiodpaoTikd. pH 6,3 £ 0,15 oToug 25 °C. Kivduvog. MpokaAei
£peBIOUO TOu dépuaTog. Mnopei va npokaléoel aAAepyikn deppaTikn avtidpaon. MpokaAei coBapr
opBaApikn BAGBN. Na (popdTe NPOCTATEUTIKA YAVTIA/PETA ATOUIKNAG NPOCTACIAG yIa TA HATIA/TO
npoowno.

AiaAupa viTpadoug vartpiou (Ap. katahoyou 914-10ML)
NiTpwdeg varpio, 0,1 mol/L

KiTpiko diaAupa (Ap. kataAoyou 915-50 ML)
KiTpikd 0&U, 18 mmol/L, KITpIkd vaTtpio, 9 mmol/L, xAwpiouxo varpio, 12 mmol/L, ye
enipavelodpacTiko. pH 3,6 £ 0,1 atoug 25 °C

AiaAupa a-va@OuA oikou (Ap. kataAdyou 916-10ML)

a-va@BuA-o&iko, 12,5 mg/mL, oe diaAupa peBavoing pe otaBeponoinTeg. Kivduvog. Yypod kal atpoi
eU@pAekTa. ToEIkd O€ NepinTwon katanoong. EnBAaBEG oe enapr) Pe To déppa | o€ NepinTwan
eionvong. MpokaAei nnio epeBiopd Tou deppatog. Mpokahei coBapd o@OaApIKO epeBiopd. MpokaAei
BAGBeg oTa opyava.

AiaAupa Baong Fast Blue BB (Ap. kataAdyou 917-10ML)

Baon Fast blue BB, 15 mg/mL, C.I. 37175, oe 0,4 mol/L udpoxAwpIkoU 0EEOG e OTABEPONOINTEG.
MNposidonoinon. ENIBAaBEG oe nepinTwaon Katanoong. MPokaAei Anio peBIOKO TOU SEPUATOG.
MNpokaAei coBapo opBaApiko epeBiopo. SE NEPIMNTQIH EMA®HS ME TA MATIA: ZenAUveTte
NPOCEKTIKA HE VEPO YIA APKETA AENTA. AV UNAPXOUV (PAKOI ENAPNG, APAIPECTE TOUG, AV €ival EUKOAO.

Zupniukvewpa TRIZMAL™ 7.6 (Ap. kataAdyou 918-50ML)

TRIZMA® maleate, 1 mol/L, pe enipaveiodpaoTikd. pH 7,6 + 0,15 aToug 25 °C. Kivduvog. HDOKCI)\EI
Epselcuo Tou dEpUaToc. MpokaAei coBapr) opOaAuiKn B)\aBn Mnopei va npokahéoel ahAepyia n
OUNNTOMATA AoBUATOG 1) dUCTIVOIA OE MEPINTWAN €10TVONG. MMOpEei va NpokaAéoel peBIOHO TNG
avanveuoTikAg 0dou. EnIBAaBEG yia Toug udpopioug opyaviopouc.

AraAupa aipatodulivng Gill ap. 3 (Ap. kataAdyou GHS3-50ML)

MioTonoinuévn aipatoguAivn, 6,0 g/L, C.I. 75290 1wdikod vaTpio, 0,6 g/L kai Benko apyilio, 52,8 g/L,
pe aTabeponoinTéc. Kivduvog. EniBAaBEG oe nepinTwon katanoong. Mpokahei coBapr) opOaApikn
BAGBN. Na gopdate NPOOTATEUTIKA YAVTIA/MECA ATOMIKAG NPOCTACiag yia Ta pdTia/To npoowno.

AiaAupa @Bopiouxou vaTpiou (Ap. kataAoyou 919-25ML)
®Bopiouxo varpio, 20 g/L. Mpoeidonoinon. EniBAaBEG oe nepintwon katanoong. MpokaAei Ario
£peBIOUO TOU dEPUATOG.

Eidikd UAIka nou anairouvTal aAAa dev napéyovTal
e AkeTovn, avmidpaoTripio ACS

o ®oppahdelidn, 37%, ACS

e AiGAupa gBopioUxou vaTpiou, Ap. katahoyou 919-25ML (Anaiteital yia Tn diadikacia Tng
a-va@BUA-0EIKNG E0TEPACNG e avacToAr ¢Bopiou.)

®UAaEn kal oTabepoTnTa

®dulaooete To diaAupa aigato&ulivng Gill ap. 3 oe Beppokpacia dwpatiou (18-26 °C),
NPOOTATEUREVO anod To PwG. ®uAAcoeTe Ta AAAa avTidpaoTtrpia o Wyuyeio (2-8 °C).

To oupnukvwpa TRIZMAL™ 6.3, To oupnUkvwpa TRIZMAL™ 7.6 kai To KITpIkO diaAupa gival
KaTaAAnAa yia xpron anouacia pikpoBiakng avanTtu&ng. Ta aAAa avTidpacTripia eival oTabepd pPEXP!
TNV NUepopnvia ANENG Nou ava@ePeTal OTIG ETIKETEG.

ANAoiwan

AnoppiyTe To cupnukvwpa TRIZMAL™ kai To KITpIKO SiAupa €av unapyer Evaeign avanTugng
HikpoBiwv. AnoppiyTe To didAupa aipatoEuAivng Gill ap. 3 eav yiver kagé (unepo&eidwon ano Tov
agpa) f poP (anwAeia o§UTNTAG).

Mapaokeun

OeppaveTte 0Aa Ta avTidpaaTnpia o€ Beppokpaaia dwuatiou (18-26 °C) npiv anod Tn xpnon.
Ta avTidpacTnpla ecTEPACNG NAPEXOVTAl £TOINA YIA XPRon.

MoVIHOMOINTIKO KITPIKOU-AKETOVNG-POPHaAAdelidng: =& 25 mL kiTpikoU SIaAUpaTog NpocBEaTe

65 mL akeTovng kal 8 mL Qopuardelidng 37%. TonoBeTAOTE O YUAAIVN QIAAN Kal KAEIOTE EPUNTIKA
TO Kanaki. ®UAGooeTe og Yuyeio (2-8 °C). dépTe oe Beppokpacia dwpatiou (18-26 °C) npiv and Tn
Xpron. ZTabepod yia £wg 4 BdoPAdEC, av UAAXBEl o€ WuyEio e TO KANAKI EpUNTIKA KAEIOTO.

MpouAdgeig

Ta Bon®rparta IVD nou nepiAapBavovral o auta Ta KIT NpoopifovTal yia in vitro diayvwaTikn Xprion
o nepIBaihov kAIVikoU epyactnpiou. Autd Ta BonBrpata IVD npoopifovTal yia enayyeApaTikn
Xpnon povo ano eEeidikeupévo npoownikd. Ta Bondnuara IVD Tng Sigma-Aldrich pnopouv va
XPNoIgonolouvTal and pyacTnpiakd npoownikd To onoio gival eknNaideupevo va xeipideral avepaniva
deiypata nou PMopei va gival HOAUGHATIKA, va XPNOIHOMOIEI HIKPOOKOMIA Kal GAAOV EpyacTnpIako
€EonAIopO Kal S1aB€Tel avTiAnwn TwV XPWHATWY Kal OnTIKA 0§UTNTA yia va SIaKpivel Ta Xpouara Kai
AAAa avTIKEipeVa KATw and To HIKPOoKOmMIo.

MNpénel va akoAouBouvTal ol GuVNBEIG NPOPUAGEEIG KATA TOV XEIPICHO EPYATTNPIAK®OV
avTidpaoTnpiwv. AnoppiyTe Ta andBAnTa TNpwVTAg OAOUG Toug TomikoUg, NoAITelakoug,
nepipepeIakoUs f €BVIKOUG Kavoviopoug.

Aiadikacia

SuAhoyn delypaTwv

Kapia yvwoTn pébodog dokipaciag dev pnopei va npoa@épel nAnpn diaBeBaiwon OTI Ta deiyparta
aipaTog 1) 10ToU dev Ba peTadwoouv AoipwEn. Enopévwg, 6Aa Ta napaywya aipatog n Ta deiypara
10ToU Ba npénel va BewpolvTal wg duvnTIKAG HOAUGHATIKA.

MnopoUv va xpnaoidonoinBolv GIAp aipatog, HUEAOU TwV 00TMV, NAPACKEUAOUATA I0TOV
anoTUNWHATIKAG KUTTAPOAOYIAG KAl NAPACKEUAONATA KUTTAPO-(PUYOKEVTPNONG TOOO HE a-VAPBUA-
oEIkn €oTepaon 000 kai pe naphthol AS-D xAwpoo&ikr eoTtepaon. Eite To EDTA €ite n nnapivn

Ba XpNOIKEUOEl WG AVTINNKTIKO.? KATEWUYHEVOI KAl EYKAEIOPEVOI O NApagivn I0Toi HNopouv va
xpnoiponoinBouv pe naphthol AS-D XAwpoo&ikr e0Tepaon. H a-va@OuA-o&ikn eoTepaon Wnopei

va Xpnoiponoindei Pe eniTuxia 0€ KATEWUYHEVEG TOEG 10TOU. 10 Ta @IAY aipaTog r) HUEAOU Twv
00T®V PNOPOUV va GUAaxBoUv poviponoinuéva oe Beppokpacia dwpaTiou (18-26 °C) yia apKeTEG
£BOOPAdEG N YN HOVILOMOINKEVA YIa APKETEG NUEPEG XWPIG aloBnTr) aAAayn otn dpaoTnpioTnTa.*?
Mnv anooTEAAETE NANPEG aipa yia avaAuon o AAAa epyacTrpia. AMOCTEAAETE HOVILOMOINKEVEG ) Un
HOVILOMOINUEVEG QVTIKEILEVOPOPOUG. O1 aVTIKEILEVOPOPOI MpENel va diatnpolvTal dpOCEPEG KaTa TN
HETaPOPA. AQRAOTE Ta PIAK VA OTEYVMOOUV TOUAAXIOTOV 1 @pa npiv anod Tn povigonoinaon.

Meplopiopoi Tng diadikaaiag

01 neplypapopeveg diadikacieg ekteAoUvTal aToug 37 °C. Edv Ta avTidpacTnpia dev BpiokovTal

og autnv Tn Beppokpaaia, Pnopei va npokUWouv aoBeveig ) apvnTIKEG avTIdPATEIG. SuVIOTATAl O
£AeyX0G TNG Beppokpaciag pe eva BeppopeTpo akpiBeiag. Ta udaTohouTpa eAeyXOHEVNG Beppokpaaiag
€ival Mo anoTeAEOUATIKA anod TOUG ENWACTAPEG BEppOU agpa kal Ba npeEnel va xpnaigonolouvTal yia
£VIUHIKEG KUTTAPOXNHIKEG HEBOBOUG. H peTapopa BeppodTnTag HEow TOu yuaAiou €ival nio ypriyopn
and O, pEow TOU NAACTIKOU, EMNOUEVWG, Ba nNpenel va xpnaiponoloUvTal yuaAiva doxeia Coplin.

MoAAG ouoTrpaTa eviUPwy €ival euaiobnTa o€ PHIKPOOKOMIKA ixvn anoppunavTikou. To nAloigo
TWV YUGAIVOV OKEUWV PE apalmPEVO AEUKAVTIKO Kal KaToniv To EENAUMA HE APOOVEG NOTOTNTEG
anioviopEvVou vepoU Ba anoTpeWel TNV €Nidpacn TOU anoppunavTikoU oTa KUTTapIka éviupa.

To oloTNHa POVILOMOINGNG MOU NEPIYPAPETAl OTNV EVOTNTA «AvTIdPACTHPIa» NEPIEXEI POPHAADELdN.
Eav To povigonoinTikd dev apaipebei NARpwG pe €vTovn EKNAUGN, onoladnnoTe noooTnTa aAdelidng,
E£ITE OUYKEVTPWHEVN OE AVTIKEILEVOPOPOUG MNOU £XOUV OTEYVAOOEI OTOV A£PA EITE ixvn and uypeg
QVTIKEIHEVOPOPOUG, N onoia npoaTiBETal 0TO CUCTNHA ENMACNG UMNOPEI va 0dNYNOEl O avaaToAr
Tou evlUpou. Ma va anoTpEWeTe TNV an®AEId Tou GIAY aigaTog kata Tn diadikaaia €knAuong,
KATEUBUVETE TN por) TOU VEPOU OTNV QVTIKEIHEVOPOPO ENAVW and TN AenTr dKpn. ZENAUVETE Kal TIG
SU0 NMAEUPEG TNG AVTIKEINEVO(POPOU.

Ta anoteAéopata BaoifovTal og kanolo BaBpd UNOKEIPEVIKAG eppnveiag. To kGO epyaoTipio Ba
NPENEl va 0pioel TO SIKO TOU PUTIOAOYIKO EUPOG.

SNHEINOEIG

O1 XpROTEG TWV KIT Sigma 390A ka1 91C 8a npénel va ival NPOCEKTIKOI 0Tav
XPNOIHONOIOUV CUHNUKVAOHATa pubuioTikoU diaAUpaTog TRIZMA® pe Ap.
kataAoyou 913 kai 903C, kabwg dev sival evaAAagipa. H xpRon ec@aApévou
puUBHICTIKOU S1aAUpaTog 6a 0odnynoEel O apvnTIKA avTidpaon.

Aiadikaaoia
O1 neplypapopeveg diadikaoieg ekteAolvTal aToug 37 °C.

Ailadikacia Naphthol AS-D xAwpoo&IKNG E0TEPACNG

1. TpoBeppaveTe apKETO ANIOVIOHEVO VEPO Yia XPron 0To undoTpwpa atoug 37 °C. EAEyxeTe TN
Beppokpaacia npiv and T xpnaon.

2. Apéowg npiv and Tn poviponoinan, npoobeote 1 mL diaAlpaTog vITpOSoug vaTpiou oe
1 mL diahUpaTog Baong Fast Red Violet LB og £€va dokiaoTikd ocwAnvapio. Avapeigre fnia
HE avaoTpo®r Kal apnoTe To peiyda va napapeivel oe npepia yia 2 Aenta. Oa npénel va
ano®eUyeTal n evepyn €KAUON GUOAAIdwV agpiou.

3. TMpooBéaTe To didAupa ano To Brjpa 2 o€ 40 mL npoBepuacpévou anioviopévou vepou ano To
Brjua 1.

4. TMpocBeoTe 5 ML CUPNUKVOUATOG PUBKICTIKOU SlaAUpaTog TRIZMAL™ 6.3. (BAEne «Znueinan»)

5. MpooBéaTe 1 mL diahupatog Naphthol AS-D xAwpoo&ikou. To diaAupa 6a npénel va yivel
KOKKIVO. AvapeiETe KaAd kai pi&te o doxeio Coplin.

6. ®EpTe TO SIGAUPA KITPIKOU-AKETOVNG-PopHardelidng (CAF) oe Beppokpaadia dwpatiou
(18-26 °C). MovihonoInaTe TIG QVTIKEIHEVOPOPOUG e eppanTion o€ diaAupa CAF yia
30 deuTtepoOAenTa.
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7. ZenAUVeTe KAAQ TIG AVTIKEINEVOPOPOUG OE TPEXOUKEVO AMIOVIOHEVO VEPOD Yia 45-60 deuTepOAENTa
Kal JETA TONOBETAOTE TIG 0TO dIGAUKA and To BApa 5. Mnv a@rVeTe TIG AVTIKEINEVOPOPOUG va
OTEYVMOOUV.

8. EnwaocTe TIG yia 15 AenTda aToug 37 °C, NpooTATEUPEVEG and TO WG,

9. MeTa and 15 AenTd, a@aipECTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG Kal EENAUVETE KAAG OE AMIOVIOUEVO VEPO Yia
TOUAAyIoTOV 2 AenTd.

10. MpayparonoifaTte avTixpwon yia 2 AenTa og diaAupa aipato&ulivng, Gill ap. 3.

11. ZenAUvere o€ vepd BpUONG Kal OTEYVOOTE GTOV Aépa.

12.  AElohoynaTe pikpookonikd. Eav anarreitar kGAuwn pe KaAuntpida, XpnoIHONoInaTe Hovo udaTika

pEoa KaAuynG.

ZNHEINCEIG

« Ta xpnon pe doxeia Columbia, iaip£€aTe Toug OYKOUG Tou avTIdpacTnpiou He To 5.

e Eav 1o unootpwpa (BA. Brpa 5) gaiveral BoAd, @pEpTe To o€ Beppokpacia dwuatiou (18-26 °C) kai
avapeiEre kaha.

o EQv ol avTIKEIHEVOPOPOI EXOUV HOVIHONOINBET Kal PUAAXDET EK TwV NPOTEPWYV, NAPAAEIYTE TN
poviponoinan (BrApara 6 kai 7) kai EEKIVIOTE TN XPWOTN TWV OTEYVMY, MPO-HOVIHOMOINKEVWV
QVTIKEIHEVOPOPWV OTO Bripa 8.

Aladikacia a-va@OuA-oEIkNG ecTEPAONHG

1. TpoBeppaveTE ApKETO ANIOVICHEVO VEPO YIa XPron OTo uNdoTpwHa atoug 37 °C. EAEyxeTe TN
Beppokpacia npiv and T xpnaon.

2. Apéowg npiv anod Tn poviponoinan, npocbeaTe 1 mL diaAupartog viTp@doug vaTpiou oe 1 mL
diaAlpaTog Baong Fast Blue BB o€ éva dokipaoTikO owAnvapio. AvapeiEre e avaoTpo®r) Kal apnoTe
TO EIYMA Va Napapeivel oe npepia yia ToUAaxioTov 2 AenTtd. To xpwpa Ba aAAGEer and HouvTo Kape
o€ BaBU KiTpIvo. Oa npénel va ano@eVyETal N EVEPYH EKAUCH GUOAAIdWV agpiou.

3. TMpooBeoTe To diaAupa ano 1o Bripa 2 o€ 40 mL npoBeppacpévou anioviopévou vepou anod To Bripa 1.

4. TMpocgBeoTe 5 ML CUPNUKVOUATOG PUBUICTIKOU SlaAUpaTog TRIZMAL™ 7.6.

5. MpooBéoTe 1 mL diaAUupaTog a-va@BuA-o&ikoU. To didAupa Ba npénel va yivel npacivwno. Avapei&te
KaAd kai pigTe o doxeio Coplin.

6. ®&pTe TO dIGAUNA KITPIKOU-AKETOVNG-POPUaAdelidng (CAF) oe Beppokpacia dwuatiou (18-26 °C).
MoVIONOIAGTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG We euPanTion oe diaAupa CAF yia 30 deutepohenTa. AvadeloTe
£VTOVA TIG AVTIKEINEVOPOPOUG Ta TeEAEUTAia 5 deuTeEPOAENTA.

7. ZenAUveTe KaAd TIG QVTIKEINEVOPOPOUG OE TPEXOUHEVO ANIOVIOHEVO VEPO Yia 45-60 deuTepOAENTa Kal
HETA TONOBETAOTE TIG 0TO dIdGAUpA and To Bripa 5. Mnv aprveTe TIG QVTIKEIHEVOPOPOUG VA OTEYVHOOOUV.
EnwaoTe TG yia 30 AenTa oToug 37 °C, NpooTATEUNEVEG AN TO PWG.

Mera onél 30 Aenta, aq;allpéms I QVTIKEIHEVOPOPOUG Kal EENAUVETE KAAA yia TOUAAXIOTOV 2 AenTd

0€ TPEXOUHEVO anIoVIOUEVO VEPO.

10. MpayparonoinaTe avTixpwon yia 2 Aenta oe diaAupa aipato&uAivng, Gill ap. 3.

11. ZenAuveTe og vepd BpUONG KAl OTEYVWOTE OTOV A&Pd.

12. AE&loAoynaTe pikpookonikda. Eav anaiteitar KAAuwn pe KaAunTpida, XPNOIKOMNOINaTE HOVO UdATIKA

HEoa KaAuyng.

ZNHEIRCEIG

« Ta xpnon pe doxeia Columbia, diaIp€0Te TOUG OYKOUG TOU avTIdpAcTNpiou HE To 5.

e Edav 1o unootpwpa (BA. BApa 5) gaiveral BoAd, @epTe To 0t Beppokpacia dwuatiou (18-26 °C) kai
avapeiETe kaAd.

e EQv 01 QVTIKEINEVOPOPOI £XOUV HOVIHOMOINOE Kal UAAXBEI EK TWV NPOTEPWY, NAPAAEIYTE TN
Hoviponoinan (BARpata 6 kai 7) kai EEKIVATTE TN XpWon TwV OTEYVMV, MPO-HOVIHOMOINHEVWY
QVTIKEIHEVOPOPWVY OTO Bripa 8.

Aladikacia eoTepaong SINARG Xp®ONG

1. EkTeAéoTe Tn dOKIUA a-va@BUA-0EIKNG 0TEPATNG ONWG NeplypageTal oTn Aladikacia. Mnv
npaypaTonoleite avrixpwon.

2. ZenAUVETE TNV AVTIKEIEVOPOPO YIa 5 AENTA O ANIOVIOHEVO VEPO.

3. EkteAéoTe Tn dokipr Naphthol AS-D xAwpoo&IknG €0TEPATNG ONWG NEPIypAPeTal oTa Briparta 1-12
TNnG Aladikaciag. MapaleiyTe To Bripa 6.

Znpeinon

To didAupa Baong Fast Blue BB pnopei va avTtikataoTaBei pe To diahupa Baong Fast Red Violet LB, av

npoTipartal n unAe Kokkiwon yia Tn Naphthol AS-D xAwpoogikr eoTepaon.

8.
9.

Ailadikacia a-va@OuA oIKNG E0TEPAONG HE avacToAR pOopiou

MapoAo nou n a-vagBuA-o&IKr) 0TEPACN ANAvVTATal KUPIWG 0 KUTTAPA HOVOKUTTAPIKAG KaTaywyng
OTav eKTEAEITAl ONWG NEPIYPAPETal, Ba NpENEl va avayvwpioTei OTI Ta HEYAKapuokUTTapa Kai Ta
npodpopa epubpoeldr) KUTTApa eival BETIKA yia auTo To €viupo.!! Ta Aeu@okUTTapa Kal opioHéva piua
KOKKIOKUTTapa napouciaouv eniong nepioraciakr OeTikoTnTa.* MNa va diagoponoinfolv opioTIKa auTd
Ta KUTTapa and Ta ovokUTTapa, To GBopIoUXO VATPIO EVOWHATMVETAI 0TO oUCTNHA EN®Acng. To éviupo
TWV HOVOKUTTAPWV adpavornoleital napoucia auTrg Tng vwong.2 H akdAouBn diadikacia pnopei va
XpnoiponoinBei yia TNV ekTEAEoN TNG SOKIUAG avaoToAng eBopiou.

1. &2 mL diaAUpaTog Baong Fast Blue BB npooBéate 2 mL diaAupaTog viTpmdoug vaTtpiou. Avapei&Te
nnia Je avaoTpo®n. AQROTE TO YEIYPA va Napapeivel o€ npepia yia 2 AenTa.
2. Emionuavere 2 notrpia wg A kai B kal npocBeoTe Ta akoAouba:

MoTthp! A MotAp1 B

AnIOVIOPEVO VEPO, NPOBEPPACHEVO 40 mL 40 mL
oToug 37 °C

AlalwTwpévo Fast Blue BB ano To 2 mL 2 mL
Brjpa 1

Supnukvwpa TRIZMAL™ 7.6 5mL 5mL
AlaAupa a-va@oul oikou 1mL 1mL
AiaAupa @Bopiolxou vatpiou - 1mL

3. AvapeiEre kaAa kai pi&te oe doxeia Coplin pe emonpavon A kai B.
4. TlpoxwpnoTe 6NWG neplypagetal ota Bapara 6-12 tng diadikaaiag a-va@OuA-oEIKrG 0TEPATNG,.

XapakTnpioTika andédoong

Tponog BabpoAdynaong

SapwoTe TO QIAY Kal €MAEETE pia AenTn neploxn We Aiya epuBpokUTTapa. Ta onueia dpacTnpidoTnTag
NG Naphthol AS-D xAwpoo&ikng eaTepaong Ba eupavifovral wg KOKKiwan HE EVTOVO KOKKIVO XpWHa
Kal TNG N a-va@BOUA-0&IKNG E0TEPACNG WG KOKKIWON HE Haupo xpwpa. BaBuoloynoTe and 0 €wg 4+ pe
Bacn TNV MooodTNTA Kal TNV EVTaon TV ENIPEPOUG XPWOTIKMV TWV aVTIOTOIXWV TUNWV KUTTAPWV HECA
OTO KUTTapOnAacua. Ta xapakTnpioTika TnG BaBuoAoyiag BacifovTal og KGnolo BaBHO UMOKEIPEVIKNG
£punveiag. Mia npoTelvopevn Hop@r Baduoloynong napouaialetal otov Mivaka 1. Ta cupnepacuarta
EMIKEVTPWMVOVTAI OTN OXETIKMA napouaia rj anouaia Xpwaong.

MNivakag 1. XapakTnpioTika BaBuoAoyiag

Bueuo')\oviu 'Evracn Xpwong Eppnveia
KUTTapou
0+ KaBoAou -
1+ Apudpn €wg pETPIa +
2+ MeTpia £wg évrovn +
3+ ‘EvTovn +
4+ MoAU €vTovn +

AVaUEVONEVEG NAPATNPNTEIG
Naphthol AS-D xAwpoo&ikn eoTepdaon
(Fast Red Violet LB) - AuTO To £€viupo Bewpeital cuviBwg eIBIKO yIa KUTTAPA KOKKIOKUTTAPIKNG

Kataywyng. Ta onueia dpacTnpioTnTag elgavifouv Evrovn KOKKIVN KoKKiwan. H dpactnpidtnTa ivai
agBevng ) anouaialel oTa PovokUTTapa Kai Ta AePpokUTTapa.

a-va@OuA-o&ikn eoTepaon

(Fast Blue BB) - AuTo To £vZUHO avIXVEUETAl KUPIWG OE HOVOKUTTAPA, HAKPO®AYa Kal IoTIOKUTTapa,

Kal 0UOIA0TIKA anouciadel 0Ta KOKKIOKUTTapa. Ta HOVoKUTTApa npénel va eRgpavifouv paupn KokKiwan.
Ta AeppokUTTapa KNopei NePICTACIAKA va napoucialouv evqupikn dpactnpidTnTa.

EoTepaon 3INANG Xpwong
Ta deiypara nou Aappavovral péow Tng diadikaaiag SINARG xp®ong 8a epeavifouv Ta KOKKIOKUTTApa He
KOKKIVN KOKKI®WON Kal Ta HovokKUTTapa pe palpn KOKKiwan.

a-va@OuA o&IKkN e0TeEpAcN HE avacToAn ¢pOopiou

'OAa Ta KUTTApa HOVOKUTTAPIKAG KATaywyng 6a gival apvnTika yia eviupikn dpactnpidtnTa, pe e&aipeon
Ta dlapoponoinueEva IoTIOKUTTapa ) Ta eEeIBIKEUNEVA pakpopaya aTov 10TO, Nou Propei eniong va eival
avBeKTIKG 0To PBopIoUXO vaTPIOo. 10

'EAEYX0G MoIoTNTAG
To olaTnpa avTidpaoTnpinv Ba npénel va napakohouBeiTal He TN Xpron BETIKMOV KAl apvNTIK®V
QVTIKEIHEVOPOPWV EAEYXOU.

O1 BETIKEG AVTIKEINEVOPOPOI EAEYXOU HMNOPOUV VA NAPACKEUACTOUV ANO OUYKEKPINEVEG KUTTAPIKEG OEIPEG
nou eival yvwaoTo OTI ival BETIKEG.

EvaAAaKTIKG, Propei €niong va xpnoipgonoinBei aipa Pe avTinnkTika and guaiohoyika deiypara (kata
npPOTIMNON HE aUENUEVO apIBPO HOVOKUTTAPWY, €av Xpnalponolgital diadikacia a-vapOuAo o&IKNG
£0TEPAONG). Q0TOCO, Ba napéxouv AlydTepo EvTovn Xpwon Kai Ba €xouv AlyoTepa BeTIKA KUTTApa.

Ol YVWOTEG apVNTIKEG AVTIKEIHEVOPOPOI a0OEV@Y PNopoUV va Xpnoiponoindolv wg apvnTIKOG EAEYXOG.
Eav dev undpyouv dIaBECIKEG, N XPWON EVOG dEiyHaToG O £va HeEiyHa enwaong napaleinovrag

TO UNOCTPWHA Ba dwaoel Ta eMBUKNTA anoTeAéopata. QaTOC0, N XPAON TOU NPWTOU CUVIGTATAl
avenipUAakTa.

Eav Ta napatnpoUpeva anoTeAéopaTa d1apePOUV and Ta aVaPEVOHEVA, EMIKOIVWVAOTE WE TNV TEXVIKN
unnpeoia Tng Sigma-Aldrich yia BonBeia.

XapakTnpioTika anédoong TnG avaAuong

Ta anoteAéopara anddoong TNG avaAuong yia Tig deSoHEVEG DOKINATIEG MOU NPayparTonoindnkav oe OAeg
TIG OTOXEUOHEVEG dOpEG, eniBeBalw@vouv TNV guaiodnoia, TNV €18IKOTTA Kal TV enavainyipoTnTa o
nooooTo 100%.

Ap. Meprypapn ZT10X0G Eidikotnta EuaioBnoia Eidikotnta Euvaicbnoia
kara- npoiovrog EVTOG TNG EVTOGTNG HETAEU TwV peTa§U TOV
Adyou avaAuong avaAluong avaAUoswv avaAUloewv

Aiahupa .
911  NaphtholAS-D .  ZMMEQ 3413 30103 30103 30103
XAwpPooEikoU pagtnpioTNTac
AlaAupa Bao .
912 Fast Red E/iolréi Znpeia 30103 30103 30103 30103
B dpaoTnpIdTNTAG
ZupnUkvopa .
913 TRIZMAL™ 6.3 OopwTIKOTNTA 3o01a3 3o01a3 3ota3 3o01a3
pH 30103 30103 301a3 3o0ta 3
AlaAupa .
A Znpeia
914 vlpr§oug SpaompidTTac 3ota3 3o0ta3 3o0ma3 3o0ta3
varpiou
R Snueia
915 KiTpiko diaAupa SpaompidTTac 3ota3 30ta 3 307a3 30Ta 3
AiGAupa Snueia
916 a-vapBUA OEIKOU  BpacTNPIGTATAC 3o0Ta3 3o01a3 3oma3 3o01a3
AldAupa Baong Snueia
917 Fast Blue BB SpacTnpIGTATAC 3orma3 3ota3 30ra3 3ota3
Supniukvwpa .
918 TRIZMAL™ 7.6 OopwTiKOTNTA 3oma3 3o01a3 301a3 3o01a3
pH 3orma3 3ota3 30ra3 3ota3
AiGAupa .
H >nueia
919 @Boplolxou , 3orma3 3ota3 30ra3 3ota3
varpiou dpacTnpIdTNTAG
AigAupa
GHS3  aipartoguAivng, Muprveg 3 0Ta 3 3 0T1a 3 30ra3 3o0ta3
Gill ap. 3
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Mpo&1donoInoEIg Kal Kiviuvol

AvaTpeETe 0TO AeATio dedOpEVWV AOMAAEiag Kal oTNV ENICAKAVON NPOIOVTOG YIa OMoIEGONMNOTE
EVNHEPWHEVEG MANPOPOPIEG KIVOUVWY I aOPAAEIAG.

91A:

P& ®E

H226 Yypo kai aTpoi eUpAeKTa.

H290 Mnopsi va diaBpwoel péTarAa.

H301 To&ikd o€ nepinTwon KaTanoong.

H312 + H332 EniBAaBEG o€ enagn Ke To dEpUa ) O NEPINTWON EICMVONG.
H319 MpokaAei coBapd o@OaAUikd epeBIGHO.

H370 MpokaAei BAGBeG oTa Opyava (PaTia, KEVTPIKO VEUPIKO cUaTNHa).

H412 EniBAaBEG yia Toug udpoRioug opyaviopoUs, HE HaKPOXPOVIEG ENIMTWUEIG.

P210 Makpia ano BeppotnTa, BEPUEG ENIPAVEIEG, TNIVONPEG, YUPVEG GAOYEG Kal AAAEG NNYEG
avapAegng. Mnv kanvigere.

P273 Na anogeUyeTal n eAeuBépwon aTo NePIBAAAOV.

P280 Na qopdaTe NpoOTATEUTIKA YAVTIA/NPOOTATEUTIKA evdUPATA/UECA ATOUIKAG NPOOTACiag yia Ta
partia/npoowno.

P301 + P310 SE MNEPINTQSH KATAMOZHS: KaAéoTe apéowg To KENTPO AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo.

P303 + P361 + P353 SE MEPINTQZH ENA®HS ME TO AEPMA () pe Ta paANid): ByaAte apéowg OAa
Ta HoAuopéva pouxa. ZenAUVeTe TNV enideppida e vepo.

P304 + P340 + P312 SE MEPINTQZH EISNNOHSZ: MeTapepeTe Tov nabovTa atov kaBapod agpa

Kal apraoTe Tov va EgkoupacTei og aTaon nou dieukoAUvel Tnv avanvor). KaAéorte To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo, av aioBavBeite adiabeoia.

91C:

H290 Mnopei va diaBpwoel péTalla.

H302 EniBAaBeg og nepinTwon KaTanoong.

H315 MpokaAei epeBIoPO Tou dEPHATOG.

H317 Mnopei va npokaAéoel aAAepyikn Sepuartikr avtidpaon.
H318 MpokaAei coBapr) o@Baipikn BAGRN.

H335 Mnopei va npokaAéoel epeBIOUO TNG AvVanveuoTIKAG 080U.

H360FD Mnopei va BAawel Tn yovipdTtnTa. Mnopei va BAayel To €uBpuo.

H373 Mnopei va npokahéoel BAABeG oTa Opyava (Veppoi) UoTepa and NapaTeTapevn f eNaveixnupevn

€KBEON, O NEPINTWON KATANOONG.
P202 Mnv To XpnoIKONOIRCETE Mpiv dIaBACETE Kal KATAVOMOETE TIG 0dNYieg NPOPUAAENG.

P280 Na qopdTe NpoCTATEUTIKA YAVTIA/MPOCTATEUTIKA evEUPATA/PETA ATOUIKAG NPOCTACIAG yia Ta
parTia/npéowno.

P301 + P312 ZE NEPINTQZH KATAMOZHZ: KaAéoTe To KENTPO AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo,
av aiobavbeite adiabeoia.

P302 + P352 ZE MNEPINTQZH ENA®HZ ME TO AEPMA: MAUVETE pe apBOVO vePO.

P305 + P351 + P338 ZE MEPINTQSH EMNA®HE ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO YIA APKETA

AenTd. Av unapyouv gakoi ENAPG, apaipéoTe TOUG, av gival eUKOAO. ZUVEXIOTE va EENAEVETE.

P308 + P313 SE MEPINTQEH €xkBeong r mOavrg ékBeong: SupBouleuBeite/EnokePOEITE yIaTpo.

Edv, kara tn 31apKeIa TNG XPRONG autoU Tou BonOnHATOG i} WG anoTEAECHA THG

XPRAoNG Tou, £Xe1 CUMPBEI KANOI0 COBAPO NEPICTATIKO, NAPAKAAEIOTE VA TO AVAPEPETE
OTOV KATAOKEUAOTN /KAl oTOoV €§0UCI030TNHEVO AVTINPOCWNO TOU Kal OTNV €OVIKNA

apxn TG x®pag oag.
Opiopoi CUHBOAWV
SUpBoAa 6nwg opifovtal oto EN ISO 15223-1:2021

KataokeuaoTng ApIBuOG KaTaAdyou

SUMPBOUAEUTEITE TIG 03NYiEG XPONG ApIBu0G napTidag

EE0UGI080TNHEVOG AVTINPOTWNOG
oTtnv Eupwnaikn Koivotnra/
Eupwnaikn Evwaon

AnAwon cuppopPwong Eupwnaikng
'‘Evwong (0nwg opigeTar otnv odnyia
IVDR 2017/746)

In vitro dIayVWaTIKO
1aTPOTEXVOAOYIKO MPOioV

Huepopnvia ARgng

MNpoooxn

@5 = E

-
J’ 'Opio Beppokpaciag
il

Hpepopnvia napaywyng Eicaywyéag

E YnodeikvUel Tov €50UCI080TNHEVO
avTinpéowno otnv EABeTia
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MAnpoopieg enikoivmviag

lMa va kAveTe pia napayyehia, napakahoUPe NIOKEPOEITE Tov 10TOTONO pag otn dielBuvan
SigmaAldrich.com. MNa TexVIkn eEUNNPETNON, NApakaAoUPE ENICKEPOEITE TN OEAIDA TEXVIKNG
£EunnpETNONG aTov 10TOTONO pag otn dieuBuvaon SigmaAldrich.com/techservice.

IoTopIikO avafewpnosmV

Avab. 4.0 2014

Avab. 5.0 2016

Ava®. 6.0 2023

'EyIVE HETAPOPA OE VEO UNOBEIYHA HE TNV TPEXOUOA ENwVUNia. MpoadiopioTnke yia
€NayyeAPATIKN Xpron oTnv npoopiZOHevn Xpron Kai TIG Npo®uUAAgelG. H npoopilopevn
XPron avaBewpnBnke yia eUBUYPAPUION HE TIG KATEUBUVTAPIEG YpaupéG IVDR.

To AeATio dedopevwv ao@aleiag UAIKOU evnuepwBnKke og AeATio dedoUEVWY aoPaAeiag.
Evnpepwbnkav o NANpopopieg enikoivwviag. Apaipednke n odnyia va akoAoubeital

T0 CLSI yia Tn ouAhoyn deiypaTtwv. Agaipebnke To EN 980 kai aAAake o€

EN ISO 15223-1:2021 yia Ta cUpBoAa. MpocoTedBnkav NANPOPOpIES ENIKOIVWVIAG yia
aveniBupnTa cupBavta. EvnuepwBnkav ol BIBAIOYPAPIKEG avapopeg. MpoaTeBnKe
nivakag 10TopIkoU avaBewproewy. Mpoadnkn Npogidonoinoewy Kai KIvaUvwy.
MNpooTédnkav nAnpoPopieg eEouciodoTnuévou avTinpoownou yia Tnv EABetia (CH-REP).
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Sigma-Aldrich.

Hasznalati utasitas

Leukocita a-naftil-acetat (nem specifikus
észteraz) és leukocita naftol-AS-D-kldracetat
(specifikus észteraz) készlet

91. sz. eljaras

[vo] C€

Rendeltetésszerii hasznalat

A Sigma-Aldrich naftol-AS-D-kléracetat-észteraz és a-naftil-acetat-észteraz készlet altalanos
laboratériumi felhasznalasra szant szovettani festék. A naftol-AS-D-kléracetat-észteraz és
a-naftil-acetat-észterdz reagensek kizérolag ,in vitro diagnosztikai felhasznalasra” szolgalnak.

Ez a manualis, kvalitativ hisztokémiai eljaras kimutatja a naftol-AS-D-kloracetét-észteraz

és a-naftil-acetdt-észteraz aktivitast az emberi vérkenetekben, csontvelGkenetekben és
szbvetlenyomat-preparatumokban 1évé leukocitdkban. A leukocita celluldris észterdzok szévettani
megjelenitése egy egyediilalld, az orvostudomanyban jelenleg altaldnosan hasznalt technika.

A cellularis észterazok mindendtt jelen vannak, és tgy tlinik, olyan kilénb6zé enzimek sorat
képviselik, amelyek bizonyos szubsztratokra hatnak. Meghatérozott reakciokérilmények
kozétt, adott észterdzszubsztratok felhasznélasaval lehetéség nyilik a hemopoetikus sejttipusok
meghatdrozaséra. A leirt mddszerek segitséget nyljtanak a hematoldgus és hematopatoldgus
szakemberek szamara a granulocitdk és monocitak megkilonboztetése soran.!-”

A vizsgalat elvégzéséhez a vér-, a csontvelGkeneteket vagy a szdvetlenyomat-preparatumokat
frissen képzett diazoniumso jelenlétében naftol-AS-D-kldracetattal (NCAE) vagy a-naftil-acetattal
(NAE) kell inkubalni. Az észterk6tések enzimatikus hidrolizise naftolvegyileteket szabadit fel.
Ezek kotédnek a diazéniumsdhoz, erésen festett lerakodasokat képezve az enzimaktivitas helyén.

A legtobb Uj eljaras, beleértve a Sigma-Aldrich altal biztositott eljarast is, stabil diazéniumsokat
alkalmaz. Ezeket egy arilamin vegyiilet és a natrium-nitrit savas kdzegben torténd reakcidjaval
hozzak létre.® A keletkez6 diazonium-klorid (dltaldban instabil) ezutdn olyan vegyuletekkel
kezelhetd, mint a cink-klorid, a cink-szulfat vagy a naftalén-1,6-diszulfonat, igy stabil sok
képzbédnek. Ezek a stabilizatorok jelentés gatlast fejthetnek ki egyes enzimrendszerekre, mig a
diazénium-kloridok kevésbé gatl6 hatasuak.® Ezért a Sigma-Aldrich a Fast Red Violet LB bazis,
Fast Blue BB bazis és natrium-nitrit esetén stabil oldatokat biztosit az észterdz kimutatasat célzé
citokémiai vizsgélatokhoz. A mddszerek tovabbi egyszer(isitése érdekében a rendszer a
naftol-AS-D-kléracetat és az a-naftil-acetat stabil oldatait is tartalmazza. Ezen stabil oldatok
elérhetdsége lehetdvé teszi a felhasznalok szamara, hogy a munkareagens mennyiségét az
igényeknek megfelelen allitsak be, igy csdkkentve a hulladékmennyiséget.

Reagensek

Naftol-AS-D-kloracetat oldat (kat. sz.: 911-10ML)

Naftol-AS-D-kloracetat (8 mg/ml) és stabilizalészer. Figyelmeztetés. Szemirritaciot okoz. SZEMBE
KERULES ESETEN: T6bb percig tarté évatos oblités vizzel. Adott esetben a kontaktlencsék
eltavolitasa, ha kénnyen megoldhaté. Az 6blités folytatdsa.

Fast Red Violet LB bazis oldata (kat. sz.: 912-10ML)

Fat Red Violet LB bazis, 15 mg/ml, sésavban (0,4 mol/l), stabilizélészerrel. Veszély. Sulyos égési
sérilést és szemkarosodast okoz. Védbkeszty(i/szemvédb/arcvédé hasznalata kotelezd.

TRIZMAL™ 6.3 koncentratum (kat. sz.: 913-50ML)

TRIZMA® maleat, 1 mol/l, feliiletaktiv anyaggal. A pH-érték 25 °C-on 6,3 + 0,15. Veszély.
Bdorirritdld hatdsu. Allergids bérreakciot valthat ki. Stlyos szemkarosodast okoz. Védbkeszty(i/
szemvédd/arcvédd hasznalata kotelezd.

Natrium-nitrit oldat (kat. sz.: 914-10ML)
N&trium-nitrit, 0,1 mol/I.

Citratoldat (kat. sz.: 915-50ML)
Citromsav, 18 mmol/I; natrium-citrat, 9 mmol/I; natrium-klorid, 12 mmol/I és feliiletaktiv anyag,
pH-érték 25 °C-on 3,6 + 0,1

a-naftil-acetat oldat (kat. sz.: 916-10ML)

a-naftil-acetat, 12,5 mg/ml, stabilizalészert tartalmazd metanolos oldatban. Veszély. T(izveszélyes
folyadék és géz. Lenyelve mérgezG. Bérrel érintkezve vagy belélegezve artalmas. Enyhén bérirritald
hatasu. Sulyos szemirritaciot okoz. Karositja a szerveket.

Fast Blue BB bazis oldata (kat. sz.: 917-10ML)

Fast Blue BB bazis, 15 mg/ml, C.I. 37175, sésavban (0,4 mol/l), stabilizalészerrel. Figyelmeztetés.
Lenyelve artalmas. Enyhén bérirritald hatdsu. Stlyos szemirritaciét okoz. SZEMBE KERULES
ESETEN: Tobb percig tarté dvatos oblités vizzel. Adott esetben a kontaktlencsék eltavolitasa,

ha kénnyen megoldhaté.

TRIZMAL™ 7.6 koncentratum (kat. sz.: 918-50ML)

TRIZMA® maleat, 1 mol/l, fellletaktiv anyaggal. A pH-érték 25 °C-on 7,6 + 0,15. Veszély.
Borirritald hatdsl. Sulyos szemkarosodast okoz. Belélegezve allergias és asztmas tlineteket,
és nehéz 1égzést okozhat. Léguti irritaciot okozhat. Artalmas a vizi él6vilagra.

Hematoxilinoldat, Gill III (kat. sz.: GHS3-50ML)

Tanusitott hematoxilin, 6,0 g/, C.I. 75290; natrium-jodat, 0,6 g/I; aluminium-szulfat, 52,8 g/I
és stabilizaldszerek. Veszély. Lenyelve artalmas. Sulyos szemkarosodast okoz. Védokeszty(i/
szemvédd/arcvédd haszndlata kotelez6.

Natrium-fluorid oldat (kat. sz.: 919-25ML)
Natrium-fluorid, 20 g/I. Figyelmeztetés. Lenyelve drtalmas. Enyhén borirritald hatasu.

Sziikséges, de nem biztositott specialis anyagok

e Aceton, ACS-reagensmindség

e Formaldehid, 37%, ACS

o Natrium-fluorid oldat, kat. sz.: 919-25ML (a fluoridgatlassal kiegészitett a-naftil-acetat-észteraz
eljarashoz sziikséges)

Tarolas és stabilitas
A Gill III-as hematoxilinoldatot szobahémérsékleten (18-26 °C), fénytdl védve kell tarolni. A tobbi
reagens hiitészekrényben tarolandd (2-8 °C).

A TRIZMAL™ 6.3 koncentratum, a TRIZMAL™ 7.6 koncentratum és a citratoldat mikrobialis
novekedés hianyaban hasznalhatd. A tébbi reagens a cimkén feltiintetett lejarati datumig stabil.

Bomlas

Ha a mikrobialis ndvekedés nyilvanvald, dobja ki a TRIZMAL™ koncentratumot és a citratoldatot.
Dobja ki a Gill I1I-as hematoxilinoldatot, ha az oldat megbarnul (tuloxidalédott a levegén) vagy
lildva valik (savassag elvesztése).

El6készités
Hasznalat el6tt melegitse szoba-hémérsékletiire (18-26 °C) az dsszes reagenst. Az észterdz
kimutatdsahoz hasznalt reagensek hasznélatra készek.

Citrat-aceton-formaldehid fixald: 25 ml citratoldathoz adjon 65 ml acetont és 8 ml 37%-0s
formaldehidet. Tegye Uvegtartédlyba, és szorosan zarja le kupakkal. Hiitészekrényben tarolandd
(2-8 °C). Hasznalat el6tt szoba-hémérsékletlire (18-26 °C) kell melegiteni. Hlitészekrényben,
szorosan lezérva térolva 4 hétig stabil.

Ovintézkedések

Az ezekben a készletekben talalhatd in vitro diagnosztikai eszkozoket klinikai laboratoriumi
kérnyezetben térténd in vitro diagnosztikai felhasznaldsra szantak. Ezeket az in vitro diagnosztikai
eszkozoket csak képzett szakemberek hasznalhatjédk. A Sigma-Aldrich in vitro diagnosztikai
eszkozoket olyan laboratériumi személyzet Gizemeltetheti, akik képzettek az esetlegesen fert6z6
emberi mintdk kezelésére, mikroszképok és egyéb laboratériumi berendezések hasznélataban,
valamint kell§ szinérzékeléssel és |atasélességgel rendelkeznek a szinek és egyéb targyak
mikroszkdp alatt térténd megkilénbdztetésére.

A laboratdriumi reagensek kezelése soran a szokdasos dvintézkedéseket kell kdvetni. A hulladékot
a helyi, allami, tartomanyi vagy nemzeti eléirdsoknak megfeleléen kell artalmatlanitani.

Eljaras
Mintavétel

Egyetlen ismert vizsgalati mddszer sem nydjt teljes bizonyossagot arra nézve, hogy a vérmintak
vagy szévetek nem tovabbitanak fert6zést. Ezért minden vérkészitményt vagy szévetmintat
potencidlisan fert6zének kell tekinteni.

Mind az a-naftil-acetat-észterdzzal, mind a naftol-AS-D-kléracetat-észterazzal hasznalhatok

vér-, csontvelSkenetek, szovetlenyomat-preparatumok és sejtcentrifugdlassal nyert mintak is.
Antikoaguldnsként EDTA vagy heparin alkalmazhatd.® A fagyasztott és a paraffinba dgyazott
szévetek jol hasznalhatdk naftol-AS-D-kldracetat-észterazzal. Az a-naftil-acetat-észteraz
megfeleléen hasznélhato fagyasztott sz6vetmetszeteken.!® A vér- vagy csontvelSkenetek fixalt
allapotban szobahémérsékleten (18-26 °C) tobb hétig, vagy fixalas nélkil tébb napig tarolhatok
aktivitasvaltozas nélkil.*® Ne szallitson teljes vért mas laboratériumokba vizsgalat céljabol. Fixalt
vagy nem fixalt targylemezeket is kildhet. A targylemezeket szallitds kdzben hidegen kell tartani.
A keneteket a fixalas el6tt legalabb 1 6raig hagyja szaradni.

Az eljaras korlatai

A leirt eljardsokat 37 °C-on kell elvégezni. Ha a reagensek nem ezen a h6mérsékleten vannak,
az gyenge vagy negativ reakciét eredményezhet. Javasolt a h6mérsékleteket pontos h6mérdvel
ellendrizni. A szabalyozott h6meérsékleti vizfiirdék hatékonyabbak, mint a meleg levegés
inkubatorok, ezért az enzim-citokémiai mddszerekhez ezeket kell hasznalni. Az (ivegen keresztiili
héatadas gyorsabb, mint a miianyagon keresztili h6atadas, ezért tveg kuvettakat kell hasznalni.

Szamos enzimrendszer kis mennyiség( tisztitdszer jelenlétére is érzékeny. Az livegedények hig
fehéritészerrel torténé mosasaval, majd béséges mennyiségli ioncserélt vizzel térténd oblitésével
megel6zhet6 a tisztitdszerek sejtenzimekre gyakorolt hatasa.

A ,Reagensek” részben leirt fixalorendszer formaldehidet tartalmaz. Ha a fixalét nem tévolitjak

el teljesen alapos 6blitéssel, akkor az inkubécids rendszerbe bekeriild (akar levegén szaritott
targylemezeken koncentréltan, akar a nedves targylemezeken nyomokban talalhatd) barmilyen
kis mennyiségl aldehid enzimgatlast okozhat. Az 6blitési folyamat soran a vérkenet sérilésének
megel6zése érdekében irdnyitsa a vizaramot a lemez végén |év6 vékony kenetréteg feletti részre.
Oblitse le a targylemez mindkét oldalat.

Az eredmények bizonyos fokig szubjektiv értelmezésen alapulnak. Az egyes laboratériumoknak
meg kell hatdrozniuk sajat normal tartomanyaikat.

Megjegyzések

A 390A és 91C Sigma-készlet felhasznaldinak koriiltekintéen kell eljarniuk a
TRIZMA® pufferkoncentratumok (kat. sz.: 913 és 903C) hasznalatakor,

mivel ezek nem cserélhetok fel egymassal. A nem megfelel6 puffer hasznalata
negativ reakciot eredményez.

Eljaras
A leirt eljarasokat 37 °C-on kell elvégezni.

Naftol-AS-D-kléracetat-észteraz eljaras

1. Melegitsen el6 a szubsztrat alkalmazasahoz elegendé mennyiség(i ioncserélt vizet 37 °C-ra.
Hasznalat elétt ellendrizze a h6mérsékletet.

2. Kozvetlendl a fixalas el6tt adjon 1 ml natrium-nitrit oldatot 1 ml Fast Red Violet LB bazis
oldathoz egy tesztcsében. Forgatassal finoman keverje 6ssze, és hagyja allni 2 percig. El kell
kerulni a gadzbuborékok aktiv kialakulasat.

3. Adja hozzd a 2. |épésben leirt oldatot 40 ml elémelegitett ioncserélt vizhez (1. 1épés).

4. Adjon hozza 5 ml TRIZMAL™ 6.3 pufferkoncentratumot (Lasd ,Megjegyzés”.)

5. Adjon hozza 1 ml naftol-AS-D-kléracetat oldatot. Az oldatnak pirossé kell vélnia. Alaposan
keverje Gssze, és ontse kuvettaba.

6. Melegitse a citrat-aceton-formaldehid (CAF) oldatot szoba-hémérsékletiire (18-26 °C). Fixalja
a targylemezeket 30 masodpercig a CAF oldatba meritve.

7. Alaposan oblitse a targylemezeket foly6 ioncserélt vizben 45-60 masodpercig, majd helyezze

Oket az 5. Iépésben leirt oldatba. Ne hagyja, hogy a lemezek megszaradjanak.

Inkubadlja 6ket 15 percig 37 °C-on, fénytdl védve.

9. 15 perc elteltével tavolitsa el a targylemezeket, és alaposan oblitse 6ket ioncserélt vizzel
legalabb 2 percig.

o
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10. Végezzen ellenfestést Gill I1I-as hematoxilinoldattal 2 percig.

11. Oblitse a lemezeket csapvizzel, és széritsa dket levegén.

12. Végezze el a lemezek mikroszképos értékelését. Ha fedGlemezelés sziikséges, csak vizes

fed6kozeget hasznaljon.

Megjegyzések

e A Columbia festéedényekkel valé hasznalathoz ossza el a reagensmennyiséget 5-tel.

e Ha a szubsztrat (lasd 5. 1épés) zavarosnak tlinik, helyezze szobahémérsékletre (18-26 °C),
és jol keverje dssze.

* Ha a targylemezeket el6zetesen fixaltak, majd taroltdk, hagyja ki a fixalast (6. és 7. lépés),
és kezdje a széraz, el6zetesen fixalt targylemezek festését a 8. |épés szerint.

a-naftil-acetat-észteraz eljaras

1. Melegitsen el a szubsztrat alkalmazaséhoz elegendé mennyiségli ioncserélt vizet 37 °C-ra.
Hasznalat el6tt ellenérizze a h6mérsékletet.

2. Kozvetlendl a fixalas el6tt adjon 1 ml natrium-nitrit oldatot 1 ml Fast Blue BB bazis oldathoz egy
tesztcs6ben. Forgatdssal keverje 6ssze, és hagyja allni legalabb 2 percig. A szin piszkosbarnarol
mélysargara valtozik. El kell keriilni a gazbuborékok aktiv kialakuldsat.

3. Adja hozzd a 2. Iépésben leirt oldatot 40 ml elémelegitett ioncserélt vizhez (1. 1épés).

4. Adjon hozza 5 ml TRIZMAL™ 7.6 pufferkoncentratumot.

5. Adjon hozza 1 ml a-naftil-acetat oldatot. Az oldatnak zéldessé kell valnia. Alaposan keverje dssze,
és Ontse kivettaba.

6. Melegitse a citrat-aceton-formaldehid (CAF) oldatot szoba-hémérsékletlire (18-26 °C). Fixalja a
targylemezeket 30 masodpercig a CAF oldatba meritve. Az utolsé 5 masodpercben erételjesen
rézza a lemezeket.

7. Alaposan oblitse a targylemezeket folyd ioncserélt vizben 45-60 masodpercig, majd helyezze éket
az 5. lépésben leirt oldatba. Ne hagyja, hogy a lemezek megszaradjanak.

8. Inkubdlja ket 30 percig 37 °C-on, fénytdl védve.

9. 30 perc elteltével tavolitsa el a targylemezeket, és alaposan &blitse ket folyd ioncserélt vizzel
legalabb 2 percig.

10. Végezzen ellenfestést Gill I1I-as hematoxilinoldattal 2 percig.

11. Oblitse a lemezeket csapvizzel, és széritsa 6ket levegén.

12. Végezze el a lemezek mikroszkopos értékelését. Ha fedGlemezelés sziikséges, csak vizes

fed6kozeget hasznaljon.

Megjegyzések

¢ A Columbia festéedényekkel vald hasznalathoz ossza el a reagensmennyiséget 5-tel.

e Ha a szubsztrat (lasd 5. 1épés) zavarosnak tlinik, helyezze szobahémérsékletre (18-26 °C),
és jol keverje ossze.

¢ Ha a targylemezeket el6zetesen fixaltak, majd taroltdk, hagyja ki a fixalast (6. és 7. lépés),
és kezdje a széraz, elzetesen fixalt targylemezek festését a 8. |épés szerint.

Eszteraz eljaras kettés festéssel

1. Végezze el az a-naftil-acetat-észteraz tesztet az Eljaras részben leirtak szerint. Ne végezzen
ellenfestést.

2. Oblitse a targylemezt 5 percig ioncserélt vizzel.

3. Végezze el a naftol-AS-D-kléracetat-észteraz tesztet az Eljaras rész 1-12. 1épésének megfelelGen.
Hagyja ki a 6. |épést.

Megjegyzés

A Fast Red Violet LB bazis oldat helyett Fast Blue BB bazis oldat is alkalmazhaté, ha a
naftol-AS-D-kléracetét-észteraz esetében kék szemcsézettséget kivannak elérni.

a-naftil-acetat-észteraz eljaras fluoridgatlassal

Bar az a-naftil-acetat-észteraz elsésorban a monocitikus sejtvonalbdl szarmazé sejtekben taldlhatd
meg - ha a leirtak szerint végzik az eljarast -, figyelembe kell venni, hogy a megakariocitak és

az eritroid prekurzorok is pozitivak erre az enzimre.!! A limfocitdk és néhany érett granulocita
esetenként szintén pozitiv.* Ahhoz, hogy ezeket a sejteket egyértelmlien meg lehessen kilonbdztetni

a monocitaktdl, natrium-fluoridot kell alkalmazni az inkubécids rendszerben. A monocita enzim ezen
vegyiilet jelenlétében inaktivalddik.!? A kdvetkez6 eljarés hasznalhato a fluoridgatlasi teszt elvégzésére.

1. 2 ml Fast Blue BB bazis oldathoz adjon 2 ml natrium-nitrit oldatot. Finoman fel-le forgatva keverje
Ossze. Hagyja allni 2 percig.
2. Cimkézzen fel 2 A és B f6zGpoharat, és adja hozza a kovetkezdket:

A f626p0ha PP,

fozop f
37 °C-ra elémelegitett ioncserélt viz 40 ml 40 ml
Diazotalt Fast Blue BB az 1. |épésbdl 2ml 2ml
TRIZMAL™ 7.6 koncentratum 5ml 5ml
a-naftil-acetat oldat 1ml 1ml
Natrium-fluorid oldat - 1ml

3. Alaposan keverje Gssze, és ontse egy-egy A és B jelzésU kivettaba.
4. Végezze el az a-naftil-acetat-észteraz tesztet az Eljaras rész 6-12. 1épéseinek megfeleléen.

Teljesitményjellemzok

A pontozas mdédja

Vizsgélja meg a kenetet, és valasszon ki egy vékony teriiletet kevés eritrocitaval. A naftol-AS-
D-kldracetat-észteraz aktivitdsanak helyei élénkvords szemcsékként, az a-naftil-acetat-észteraz
aktivitdsanak helyei pedig fekete szemcsékként jelennek meg. Az adott sejttipus citoplazméajaban lévé
egyes festékek mennyisége és intenzitdsa alapjan osztélyozza a sejteket 0 és 4+ kozétt. A pontozas
jellemzGi némileg szubjektiv értelmezésen alapulnak. A javasolt pontozasi mdd az 1. téblazatban
lathato. A kovetkeztetések fokuszaban a festédés relativ jelenléte vagy hianya all.

1. tablazat Pontozasi jellemzék

Sejt értékelése Festédés Ertelmezés
intenzitasa
0+ Nincs -
1+ Halvany-kbzepes +
2+ Kozepes-erbs +
3+ Erés +
4+ Ragyogd +

Varhat6é megfigyelések

Naftol-AS-D-kldracetat-észteraz

(Fast Red Violet LB) - Az enzimet ltaldban a granulocitikus sejtvonal sejtjeire specifikusnak tekintik.
Az aktivitasi helyek élénkvoros szemcsézettséget mutatnak. Monocitdkban és limfocitakban az aktivitas
gyenge vagy nincs.

a-naftil-acetat-észteraz

(Fast Blue BB) - Az enzim elsésorban a monocitakban, a makrofagokban és a hisztiocitdkban mutathatd
ki, és gyakorlatilag hianyzik a granulocitdkbdl. A monocitdknak fekete szemcsézettséget kell mutatniuk.
A limfocitdk esetenként mutathatnak enzimaktivitast.

Eszteraz eljaras kettds festéssel
A kettés festési eljaras sordn nyert mintdk vorés szemcsézettséggel jelenitik meg a granulocitékat és
fekete szemcsézettséggel a monocitakat.

a-naftil-acetat-észteraz fluoridgatlassal

A monocitikus sejtvonal minden sejtje negativ lesz enzimaktivitasra, kivéve a differencialddott
hisztiocitakat vagy specializalodott széveti makrofagokat, amelyek szintén rezisztensek lehetnek a
natrium-fluoridra.*°

Min6ség-ellen6rzés
A reagensrendszert pozitiv és negativ kontroll targylemezek hasznalataval kell ellenérizni.
Pozitiv kontroll targylemezek készitheték ismerten pozitiv specifikus sejtvonalakbdl.

Alternativ megoldasként normal mintdkbdl szarmazé antikoagulalt vér is felhasznalhatd
(az a-naftil-acetat-észteraz eljaras alkalmazasa esetén lehet6leg emelkedett monocitaszammal),
ezek azonban kevésbé intenziv festédést mutatnak, és kevesebb pozitiv sejtet tartalmaznak.

Az ismerten negativ betegektdl szarmazo targylemezek negativ kontrollként hasznalhatdk. Ha nem
all ilyen rendelkezésre, a minta szubsztratmentes inkubacios keverékben térténd festése is a kivant
eredményt adja. Mindazonaltal er8sen ajanlott az elsé megoldas hasznalata.

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

Analitikai teljesitményjellemzék

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

Kat. Termékleiras cél Teszten Teszten Tesztek Tesztek
sz. beli beliili érzé- kozotti kozotti ér-
specificitas kenység specificitds zékenység

Naftol-AS-D- Aktivitas

911 kléracetdt oldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3
Fast Red Violet LB Aktivitas

912 bazis oldata helye 3/3 3/3 3/3 3/3
TRIZMAL™ 6.3 s

913 Koncentratum Ozmolalitas 3/3 3/3 3/3 3/3

pH 3/3 3/3 3/3 3/3
Natrium-nitrit Aktivitas

914 oldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3
. Aktivitds

915 Citratoldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3
a-naftil-acetat Aktivitas

916 oldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3
Fast Blue BB bazis  Aktivitds

917 priivis helye 3/3 3/3 3/3 3/3
TRIZMAL™ 7.6 oz

918 Koncentraturm Ozmolalitas 3/3 3/3 3/3 3/3

pH 3/3 3/3 3/3 3/3
Natrium-fluorid Aktivitas

919 oldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3

GHs3  Hematoxlinoldat,  ejimagok 3/3 3/3 3/3 3/3

Figyelmeztetések és veszélyek

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

91A:

SO ®E

H226 Tlizveszélyes folyadék és g6z.

H290 Fémekre korroziv hatasu lehet.

H301 Lenyelve mérgezd.

H312 + H332 Bdrrel érintkezve vagy belélegezve artalmas.
H319 Sulyos szemirritaciot okoz.

H370 Karositja a szerveket (szemek, kézponti idegrendszer).
H412 Artalmas a vizi él6vildgra, hosszan tarté karosodast okoz.

P210 H6t6, forrd fellletektdl, szikratol, nyilt langtdl és mas gyujtoforrastdl tavol tartando.
Tilos a dohanyzas.

P273 Kertilni kell az anyagnak a kérnyezetbe valé kijutasat.
P280 Védbkesztyli/védbéruha/szemvéd6/arcvédd hasznélata kotelezd.
P301 + P310 LENYELES ESETEN: Azonnal forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.

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

P304 + P340 + P312 BELELEGZES ESETEN: Az érintett személyt friss leveg6re kell vinni, és olyan
nyugalmiltesthelyzetbe kell helyezni, hogy kénnyen tudjon Iélegezni. Rosszullét esetén forduljon
TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.
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H290 Fémekre korroziv hatasu lehet.
H302 Lenyelve artalmas.

H315 Bérirritald hatasu.

H317 Allergias bérreakciét valthat ki.
H318 Sulyos szemkarosodast okoz.

H335 Léguti irritaciot okozhat.

Athelyezve az (j sablonba a jelenlegi markajelzéssel. A professzionalis hasznalatra
vonatkozd megallapités leirdsa a rendeltetésszer(i hasznalat és az dvintézkedések
részekben. A rendeltetésszer(i hasznalatra vonatkozd részek atdolgozasa az IVDR
irdnyelveknek valé megfelelés érdekében. Az Anyagbiztonsagi adatlap frissitése
Biztonsagi adatlapra. Az elérhet6ségek frissitése. A mintagydjtés soran a CLSI
kovetésére vonatkozd utasitds eltavolitdsa. Az EN 980-as szabvény szerinti

jelzések eltavolitdsa és az EN ISO 15223-1:2021 szabvany jelzéseire valtoztatasa.

A nemkivénatos eseményekkel kapcsolatos elérhetéségek hozzdadasa. Frissitett
szakirodalmi hivatkozasok. Atdolgozasi el6zménytablazat hozzédadasa. Figyelmeztetések
és veszélyek hozzaaddasa. A CH-REP informacio hozzdadva.

H360FD Karosithatja a termékenységet. Karosithatja a sziiletendd gyermeket.

H373 Ismétlédé vagy hosszabb expozicid esetén lenyelve karosithatja a szerveket (vese).

P202 Ne hasznélja addig, amig az 6sszes biztonsagi 6vintézkedést el nem olvasta és meg nem értette.
P280 Védbkesztyli/védbéruha/szemvéds/arcvédd hasznélata kotelezd.

P301 + P312 LENYELES ESETEN: Rosszullét esetén forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.
P302 + P352 HA BORRE KERUL: Lemosas b§ vizzel.

P305 + P351 + P338 SZEMBE KERULES ESETEN: Tébb percig tarté dvatos 6blités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék eltavolitdsa, ha konnyen megoldhatd. Az oblités folytatasa.

P308 + P313 Expozicié vagy annak gyanuja esetén: Orvosi ellatast kell kérni.

Ha az eszk6z hasznalata soran vagy annak hasznalata kévetkeztében sulyos
baleset tortént, kérjiik, jelentse azt a gyarténak és/vagy meghatalmazott

képvisel6jének és a helyi nemzeti hatésagnak.

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

M Gyartd

Katalégusszam

Lasd a hasznalati utasitast

Gyartasi tétel kodja

Meghatalmazott képviseld

- az Eurdpai Kézosségben/ C E

Eurdpai Unidban

Az Eurépai Unié megfelel6ségi
nyilatkozata (az IVDR 2017/746
meghatarozasa szerint)

m In vitro diagnosztikai orvostechnikai

CH

=

W Lejdrati datum
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- eszkdz
Hémérsékleti hatarértékek A Vigyazat!
Gyartasi datum % Importér
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Sigma-Aldrich.

Navod k pouziti

Souprava pro leukocytarni a-naftylacetat
(nespecificka esteraza) a leukocytarni naftyl
AS-D chloroacetat (specificka esteraza)

MILIPORR
SiGhMa

Postup ¢. 91

[vo] C€

Urcené pouzi
Soupravy Sigma-Aldrich Naftol AS-D Chloroacetatova esteraza a a-naftylacetatova esterdza jsou
urceny jako histologické barvivo pro vSeobecné laboratorni pouZiti. Reagencie pro chloroacetat
esterdzu Naftol AS-D a a-naftylacetat esterazu jsou uréeny pouze pro profesionalni ,diagnostické
pouziti in vitro®. Tento manualni, kvalitativni, histochemicky postup prokazuje aktivitu naftol AS-D
chloroacetatesterazy a a-naftylacetatesterazy v leukocytech lidské krve, ve filmech kostni diené nebo
v tkarovych dotykovych preparatech. Histologicka vizualizace leukocytarnich bunéénych esteraz je
unikatni technikou, ktera se v soucasnosti v mediciné bézné pouziva.

Bunécné esterazy jsou vsudypfitomné a zda se, ze ZaStupLI]I Fadu ruznych enzymi plisobicich na
vybrané substraty. Za definovanych reakénich podminek mlize byt mozné urdit typy hemopoetlckych
bunék za pouzm specifickych substratl esterazy. Popsane metody poskytuji hematologlim a
hematopatologlim prostiedky k rozlideni granulocytd od monocytd.t”

K provedeni testu se inkubuji natéry krve ¢i kostni dfené nebo tkanové preparaty bud pomoci naftol
AS-D chloracetatu (NCAE), nebo pomoci a-naftylacetatu (NAE) za pfitomnosti Cerstvé vytvorené
diazoniové soli. Enzymaticka hydrolyza esterovych vazeb uvolfiuje volné naftolové slouceniny.

Ty se spojuji s diazoniovou soli a vytvareji v mistech enzymatické aktivity vysoce barevna loZiska.

Vétsina novéjsich postupl, véetné postupl poskytovanych spolecnosti Sigma-Aldrich, pouzivé stabilni
diazoniové soli. Ty vznikaji reakci arylaminu s dusitanem sodnym v kyselém prostredi.® Vysledny
chlorid diazonny (obvykle nestabilni) pak méZe byt odetfen slou¢eninami, jako je chlorid zine¢naty,
siran zine¢naty nebo naftalen-1,6-disulfonat, za vzniku stabilnich soli. Tyto stabilizatory mohou
vyrazné inhibovat nékteré enzymatické systémy, zatimco chloridy diazonné jsou méné inhibiéni.®

Z tohoto diivodu nyni spole¢nost Sigma-Aldrich poskytuje pro cytochemii esterézy stabilni roztoky
zakladu Fast Red Violet LB, zakladu Fast Blue BB a dusitanu sodného. Pro dalsi zjednoduseni téchto
metod jsou zahrnuty stabilni roztoky naftol AS-D chloracetatu a a-naftylacetatu. Dostupnost téchto
stabilnich roztok{ umoziuje zakaznikovi ptizplisobit objemy Einidel konkrétnim potiebam,

a eliminovat tak odpad.

Cinidla

Roztok naftol AS-D chloracetatu (kat. ¢. 911-10ML)

Naftol AS-D chloracetat, 8 mg/ml a stabilizator. Varovéni. Zplsobuje podrazdéni o&i. PRI ZASAZENT
OCI: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, pokud jsou nasazené a daji
se snadno vyjmout. Pokracujte ve vyplachovani.

Zakladni roztok Fast Red Violet LB (kat. ¢. 912-10ML)

Z&kladni roztok Fast Red Violet LB, 15 mg/ml, v 0,4 mol/I kyseliny chlorovodikové se stabilizatorem.
Nebezpedi. Zplisobuje tézké poleptani kiize a poskozeni o&i. Pouzivejte ochranné rukavice / ochranu
oci / ochranu obliceje.

Koncentrat TRIZMAL™ 6.3 (kat. ¢. 913-50ML)

TRIZMA® maleét, 1 mol/l, s povrchové aktivni latkou. pH 6,3 % 0,15 pfi 25 °C. Nebezpedi. Zplsobuje
podrazdéni kiize. Mize vyvolat alergickou kozni reakci. Zplisobuje vézné poskozeni oéi.

Pouzivejte ochranné rukavice / ochranu o¢i / ochranu obliceje.

Roztok dusitanu sodného (kat. ¢. 914-10ML)
Dusitan sodny, 0,1 mol/I

Roztok citratu (kat. ¢. 915-50ML)
Kyselina citronova, 18 mmol/I, citronan sodny, 9 mmol/I, chlorid sodny, 12 mmol/I, s povrchové
aktivni latkou, pH 3,6 £ 0,1 pfi 25 °C

Roztok a-naftylacetatu (kat. ¢. 916-10ML)

a-naftylacetat, 12,5 mg/ml, v methanolovém roztoku se stabilizatory. Nebezpeci. Hoflava kapalina a
para. Toxicky pti poziti. Zdravi Skodlivy pfi styku s kizi nebo p¥i vdechovani. Zplsobuje podrazdéni
kize. Zplsobuje vazné podrazdéni oci. Zplsobuje poskozeni organd.

Zakladni roztok Fast Blue BB (kat. ¢. 917-10ML)

Z&kladni roztok Fast Blue BB, 15 mg/ml, C.I. 37175, v 0,4 mol/l kyseliné chlorovodikové se
stabilizatory. Varovanl ZdraV| skodllvy pFi poziti. Zplsobuje podrazdéni kiize. Zplsobuje vézné
podrazdéni o&i. PR ZASAZENT OCi: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni
Cocky, pokud jsou nasazené a daji se snadno vyjmout.

Koncentrat TRIZMAL™ 7.6 (kat. ¢. 918-50ML)

TRIZMA® maleét, 1 mol/l, s povrchové aktivni latkou. pH 7,6 + 0,15 pfi 25 °C. Nebezpedi. Zplsobuje
podrézdéni kiize. Zplisobuje vazné poskozeni odi. Pri vdechovani miize zplsobit priznaky alergie
nebo astmatu nebo dychaci potize. Mize zplsobit podrazdéni dychacich cest. Skodlivy pro

vodni organismy.

Roztok hematoxylinu podle Gilla €. 3 (kat. ¢. GHS3-50ML)

Certifikovany hematoxylin, 6,0 g/I, C.I. 75290 jodi¢nan sodny, 0,6 g/, a siran hlinity, 52,8 g/I,
se stabilizatory. Nebezpedi. Zdravi $kodlivy pfi poziti. Zplsobuje vazné poskozeni odi. Pouzivejte
ochranné rukavice / ochranu o¢i / ochranu oblic¢eje.

Roztok fluoridu sodného (kat. ¢. 919-25ML)
Fluorid sodny, 20 g/L. Varovani Zdravi $kodlivy pFi poziti. Zplsobuje podrazdéni kiize.

Potfebné specialni materialy, které nejsou soucasti dodavky

e Aceton, ACS cinidlo

e Formaldehyd, 37%, ACS

e Roztok fluoridu sodného, kat. ¢. 919-25ML (vyzadovano pro postup prokazéni a-naftylacetat
esteréazy s inhibici fluoridd)

Skladovani a stabilita

Uchovavejte roztok hematoxylinu podle Gilla &. 3 pfi pokojové teploté (18-26 °C) a chrarite pred
svétlem. Uchovavejte ostatni Cinidla v chladni¢ce (2-8 °C).

Koncentrat TRIZMAL™ 6.3, koncentrat TRIZMAL™ 7.6 a roztok citrdtu jsou vhodné pro pouZiti, pokud
nedochazi k mikrobialnimu ristu. Ostatni ¢inidla jsou stabilni do data spotfeby uvedeného na Stitcich.

Znehodnoceni

Pokud je patrny mikrobialni rlist, koncentrat TRIZMAL™ a roztok citratu zlikvidujte. Pokud roztok
hematoxylinu podle Gllla ¢. 3 zhnédne (nadmérné okysli¢eny ze vzduchu) nebo zfialovi
(ztrata kyselosti), zlikvidujte jej.

Pfiprava
Pred pouZitim zahtejte véechna Cinidla na pokojovou teplotu (18-26 °C). Cinidla esterzy jsou
dodavana pfipravena k pouziti.

Fixacni prostfedek citrat-aceton-formaldehyd: Do 25 ml roztoku citratu pfidejte 65 ml acetonu a
8 ml 37% formaldehydu. VloZte do sklenéné lahvi¢ky a pevné uzaviete. Uchovaveijte v chladniéce
(2-8 °C). Pfed pouzitim zahfejte na pokojovou teplotu (18-26 °C). Stabilni az 4 tydny, pokud je
uchovavan pevné uzavieny v chladnicce.

Bezpecnostni opatreni

Diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro obsazené v téchto soupravach jsou uréeny pro
diagnostické pouziti in vitro v klinickém laboratornim prostredi. Tyto diagnostické zdravotnické
prostiedky in vitro jsou uréeny pouze pro profesiondlni pouZiti kvalifikovanym personalem.
Diagnostické zdravotnické prostiedky in vitro Sigma-Aldrich mohou byt pouzivany laboratornimi
pracovniky, ktefi jsou vyskoleni k manipulaci s lidskymi vzorky, které mohou byt infekéni, k pouzivani
mikroskop( a jiného laboratorniho vybaveni a jejich barevné vidéni a ostrost zraku jsou dostate¢né
pro rozlideni barev a rliznych objektl pod mikroskopem.

PFi zachazeni s laboratornimi cmldly dodrzujte bézna bezpecnostni opatieni. Odpad zlikvidujte podle
vdech mistnich, regiondlnich ¢ narodnich predpisd.

Postup

Odbér vzorkd

Z&dné znama zkuebni metoda nemiize nabidnout naprosté ujidténi, e vzorky krve nebo tkané
nebudou zdrojem infekce. VSechny krevni derivaty nebo vzorky tkani je proto nutné povazovat za
potencialné infekeni.

S a-naftylacetdt esterdzou i naftol AS-D chloracetét esterdzou Ize pouzit natéry krve a kostni drené,
tkanové prepardty a cytocentrifugacni preparaty. Jako antikoagulancia poslouzi bud EDTA, nebo
heparin.® Zmrazené tkané a tkané zalité v parafinu mohou byt pouzity s naftol AS-D chloroacetat
esterdzou. a-naftylacetat esterdza miZe byt (sp&&né pouZita na zmrazenych ¢astech tkani.1
N&téry krve nebo kostni dfené mohou byt skladovany zafixované pfi pokojové teploté

(18-26 °C) po dobu nékolika tydnd nebo bez fixace po dobu nékolika dnfl bez znatelné zmény
aktivity.*® Neodesilejte celou krev k vysetfeni do jinych laboratofi. Posilejte fixovana nebo
nefixovana sklicka. Sklicka by méla byt béhem prepravy uchovavana v chladu. Nechejte natéry
uschnout nejméné 1 hodinu pred fixaci.

Omezeni postupu

Popsané postupy se provadéji pfi teploté 37 °C. Nedosahuji-li ¢inidla této teploty, Ize dosahnout
slabych nebo negativnich reakci. Doporucuje se kontrolovat teplotu pfesnym teplomérem. Vodni
lazné s fizenou teplotou jsou Ucinnéjsi nez teplovzdusné inkubatory a mély by se pouZzivat pro
enzymatické cytochemické metody. Prenos tepla pres sklo je rychlejsi nez pres plast, proto by mély
byt pouzity Coplinovy nadoby.

Mnoho systémt pro prokazovani enzymd je citlivych na nepatrné stopy detergentu. Myti sklenéného
nadobi Fedénym bélidlem, nasledované oplachnutim velkym mnoZstvim deionizované vody, zabrani
plisobeni detergentu na bunééné enzymy.

Fixacni systém popsany v ¢asti ,Cinidla® obsahuje formaldehyd. Pokud fixaéni prostfedek nebude
zcela odstranén diikladnym oplachnutim, mze jakékoli mnoZstvi aldehydu, bud' koncentrovaného na
skli¢kach vysusena na vzduchu, nebo ve stopovych mnozstvi z mokrych skli¢ek, vést pfi pfidani do
inkubacniho systému k inhibici enzym{. Abyste zabranili ztraté krevniho natéru béhem oplachovani,
nasmeérujte proud vody na sklicko nad z(zenou hranu. Oplachnéte obé strany sklicka.

Vysledky jsou zalozeny na urcitém stupni subjektivni interpretace. Jednotlivé laboratofe by si mély
stanovit vlastni normalni rozmezi.

Pozndmky

UzZivatelé souprav Sigma 390A a 91C by méli byt pFi pouzivani pufraénich
koncentratt TRIZMA®, katalogova ¢&isla 913 a 903C, opatrni, protoze tyto
koncentraty nejsou zaménitelné. Pouziti nespravného pufru bude mit za
nasledek negativni reakci.

Postup
Popsané postupy se provadéji pri teploté 37 °C.

Postup pro naftol AS-D chloracetat esterazu

1. Predehrejte dostate¢né mnozstvi deionizované vody pro pouziti na substratu na 37 °C. Pred

pouzitim zkontrolujte teplotu.

2. Bezprostfedné pred fixaci pfidejte 1 ml roztoku dusitanu sodného do 1 ml zakladniho roztoku
Fast Red Violet LB ve zkumavce. Jemné promichejte preklapénim a nechte odstat 2 minuty.
Je tfeba zabranit aktivni tvorbé plynovych bublin.

Pridejte roztok z kroku 2 do 40 ml pfedehfaté deionizované vody z kroku 1.

4. Pridejte 5 ml pufraéniho koncentratu TRIZMAL™ 6.3. (Viz ,Pozndmka")

5. Pridejte se 1 ml roztoku naftol AS-D chloracetdtu. Roztok by mél zCervenat. Dobfe promichejte
a nalijte do Coplinovy nadoby.

6. Privedte roztok citrat-aceton-formaldehyd (CAF) na pokojovou teplotu (18-26 °C). Zafixujte

sklicka ponofenim do CAF na 30 sekund.

7. Dikladné oplachnéte skli¢ka tekouci deionizovanou vodou po dobu 45-60 sekund a poté je

umistéte do roztoku z kroku 5. Nedovolte, aby skli¢ka vyschla.

8. Inkubujte 15 minut pfi teploté 37 °C, chranéné pred svétlem.

9. Po 15 minutach sklicka vyjméte a diikladné oplachnéte v deionizované vodé po dobu

nejméné 2 minut.
10. Kontrastné barvéte po dobu 2 minut v roztoku hematoxylinu dle Gilla ¢&. 3.
11. Oplachnéte ve vodé z vodovodu a vysuste vzduchem.
12. Mikroskopicky vyhodnotte. Pokud je vyzadovano kryci skli¢ko, pouzivejte pouze vodné
montazni médium.
Poznamky
e Pro pouziti s nddobami Columbia vydélte objemy Cinidla 5.
« Pokud se substrat (viz krok 5) jevi zakaleny, ohfejte jej na pokojovou teplotu (18-26 °C) a
dobfe promichejte.
o Pokud byly skli¢ka predfixovana a ulozena, pfeskocte fixaci (kroky 6 a 7) a za¢néte barvit sucha,
predfixovana sklicka v kroku 8.

w
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Postup pro a-naftylacetat esterazu

1. Predehrejte dostate¢né mnozstvi deionizované vody pro pouZiti na substratu na 37 °C. Pfed pouzitim
zkontrolujte teplotu.

2. Bezprostfedné pred fixaci pfidejte 1 ml roztoku dusitanu sodného do 1 ml zakladniho roztoku Fast
Blue BB ve zkumavce. Promichejte preklapénim a nechte odstat alespori 2 minuty. Barva se zméni
ze $pinavé hnédé na tmaveé zlutou. Je tfeba zabranit aktivni tvorbé plynovych bublin.

3. Pridejte roztok z kroku 2 do 40 ml predehfaté deionizované vody z kroku 1.

Pfidejte 5 ml pufracniho koncentrdtu TRIZMAL™ 7.6.

5. Pridejte 1 ml roztoku a-naftylacetdtu. Roztok by mél zezelenat. Dobfe promichejte a nalijte do
Coplinovy nadoby.

6. PFivedte roztok citrat-aceton-formaldehyd (CAF) na pokojovou teplotu (18-26 °C). Zafixujte skli¢ka
ponorenim do CAF na 30 sekund. Poslednich 5 sekund skli¢ka diikladné protiepévejte.

7. DUOkladné oplachnéte skli¢ka tekouci deionizovanou vodou po dobu 45-60 sekund a poté je umistéte
do roztoku z kroku 5. Nedovolte, aby sklicka vyschla.

8. Inkubujte 30 minut pfi teploté 37 °C, chranéné pred svétlem.

9. Po 30 minutach skli¢ka vyjméte a dlikladné oplachnéte v tekouci deionizované vodé po dobu
nejméné 2 minut.

10. Kontrastné barvéte po dobu 2 minut v roztoku hematoxylinu dle Gilla &. 3.

11. Oplachnéte ve vodé z vodovodu a vysuste vzduchem.

12. Mikroskopicky vyhodnotte. Pokud je vyZzadovano kryci skli¢ko, pouzivejte pouze vodné

montazni médium.

Poznamky

e Pro pouziti s nadobami Columbia vydélte objemy ¢inidla 5.

* Pokud se substrat (viz krok 5) jevi zakaleny, ohfejte jej na pokojovou teplotu (18-26 °C) a
dobfe promichejte.

e Pokud byly sklicka pfedfixovana a ulozena, preskocte fixaci (kroky 6 a 7) a zacnéte barvit sucha,
predfixovana sklicka v kroku 8.

Postup dvojitého barveni esterazy
1. Provede test na a-naftylacetat esterdzu, jak je popsano v postupu. Neprovadéjte kontrastni barveni.
2. Oplachnéte sklicko v deionizované vodé po dobu 5 minut.
3. Provede test na naftol AS-D chloracetét esterazu, jak je popsano v krocich 1-12 postupu. Vynechte
krok 6.
Poznamka

Zakladni roztok Fast Blue BB mize byt nahrazen zékladnim roztokem Fast Red Violet LB, pokud je pro
naftol AS-D chloracetéat esterdzu upfednostriovana modra granulace.

»

Postup prokazani a-naftylacetat esterazy s inhibici fluoridd

Ackoli je a-naftylacetat esterdza zjisténa predevsim v burikdch monocytéarni linie, pokud je postup
proveden podle popisu, je tieba rozpoznat, Ze jsou megakaryocyty a erytroidni prekurzory pro tento
enzym pozitivni.!'* Lymfocyty a nékteré zralé granulocyty také vykazuji pFileZitostnou pozitivitu.* Pro
jednoznacné odlideni téchto bunék od monocytl je do inkubacniho systému zaclenén fluorid sodny. Enzym
monocytl je v pfitomnosti této slouceniny inaktivovan.!2 K provedeni testu inhibice fluorid{ Ize pouzit
nasledujici postup.

1. Do 2 ml zékladniho roztoku Fast Blue BB pridejte 2 ml roztoku dusitanu sodného. Jemné zamichejte
preklapénim. Nechte 2 minuty odstat.
2. Oznatte 2 kadinky A a B a pfidejte nasledujici:

Kadinka A Kadinka B
Deionizovana voda predehfata na 37 °C 40 ml 40 ml
Diazotizovany Fast Blue BB z kroku 1 2 ml 2 ml
Koncentrat TRIZMAL™ 7.6 5 mil 5 ml
Roztok a-naftylacetatu 1ml 1ml
Roztok fluoridu sodného - 1ml

3. Dobre promichejte a nalijte do Coplinovych naddob oznacenych A a B.
4. Postupujte podle popisu v krocich 6-12 postupu pro na a-naftylacetét esterazu.

Pracovni charakteristiky

Metoda hodnoceni

Naskenujte natér a vyberte tenkou oblast s malym poctem erytrocytfl. Mista aktivity naftol AS-D-
chloracetat esterazy se zobrazi jako jasné ¢ervena granulace, mista aktivity a-naftylacetét esterazy
jako ¢erna granulace. Ohodnotte body od 0 do 4+ na z&kladé mnozstvi a intenzity jednotlivych barviv
v cytoplazmé piislusnych typt bunék. Charakteristiky hodnoceni jsou do znaéné miry zalozeny na
subjektivni interpretaci. Navrhovany format hodnoceni je uveden v tabulce 1. Zavéry se zaméfuji na
relativni pfitomnost nebo nepfitomnost zbarveni.

Tabulka 1. Charakteristiky hodnoceni

Hodnoceni Intenzita Interpretace
buriky barveni
0+ Zadné -
1+ Slabé az stredni +
2+ Stredni az silné +
3+ Silné +
4+ Brilantni +

Ocekavana pozorovani

Naftol AS-D chloracetat esteraza

(Fast Red Violet LB) - Enzym je obvykle povaZzovan za specificky pro buriky granulocytarni linie. Mista
aktivity vykazuji jasné ervenou granulaci. Aktivita v monocytech a lymfocytech je slaba nebo chybi.

a-naftylacetat esteraza

(Fast Blue BB) - Enzym je detekovan pfedevsim v monocytech, makrofazich a histiocytech, zatimco v
granulocytech prakticky chybi. Monocyty by mély vykazovat ¢ernou granulaci. Lymfocyty mohou obcas
vykazovat enzymatickou aktivitu.

Dvojité barveni esterazy

Vzorky odebrané béhem postupu dvojitého barveni prokazi granulocyty ¢ervenou granulaci a monocyty
Cernou granulaci.

Prokazani a-naftylacetat esterazy s inhibici fluorid&

Vsechny buriky monocytarni linie budou negativni na aktivitu enzymd, s vyjimkou diferencovanych
histiocytll nebo specializovanych makrofagti ve tkani, které mohou byt také rezistentni viici fluoridu
sodnému.1°

Kontrola kvality
Systém cinidel by mél byt monitorovan pomoci sklicek pro pozitivni a negativni kontrolu.

Pozitivni kontrolni skli¢ka Ize pfipravit ze specifickych bunéénych linii, o nichz je znamo, ze jsou pozitivni.

Alternativné Ize také pouZit antikoagulovanou krev z normalnich vzorké (nejlépe se zvy$enym poctem
monocyttl, pokud se pouZije postup pro a-naftylacetat esterazu); ty véak poskytnou méné intenzivni
barveni a budou mit méné pozitivnich bunék.

Jako negativni kontrolu Ize pouzit zndma negativni skli¢ka pacientl. Pokud nejsou k dispozici, poskytne
pozadované vysledky obarveni vzorku v inkubaéni smési s vynechanym substratem. Dirazné se vak
doporucuje pouzit prvni moznost.

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

Analytické pracovni charakteristiky

Analytické vysledky danych testd provedenych na véech cilovych strukturach potvrzuji 100% citlivost,
specifinost a opakovatelnost.

Kat. &. Popis cil Specifi¢nost Citlivost Specifiénost  Citlivost
produktu v ramci v ramci mezi mezi
testu testu testy testy
Roztok naftol Mista
911 As-D chloracetatu aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Zakladni roztok Mista
912 EistRed Violet LB aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Koncentrat )
913 TRIZMAL™ 6.3 Osmolalita 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
pH 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Roztok dusi¢nanu Mista
914 sodného aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
915 Roztok citratu Mista 3ze3 3ze3 373 3ze3
aktivity
Roztok Mista
916 gonaftylacetstu  aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Zakladni roztok Mista
917 Fast Blue BB aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Koncentrat ;
918 TRIZMAL™ 7.6 Osmolalita 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
pH 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Roztok fluoridu Mista
919 sodného aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Roztok
GHS3 hematoxylinu Jadra 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
podle Gilla ¢. 3

Varovani a rizika

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

91A:

P& ®E

H226 HofFlava kapalina a pary.

H290 M{ze byt korozivni pro kovy.

H301 Toxicky pfi poziti.

H312 + H332 Zdravi $kodlivy pfi styku s k@i nebo pfi vdechovani.
H319 Zplsobuje vézné podrazdéni o¢i.

H370 Zplsobuje poskozeni organl (odi, centralni nervovy systém).
H412 Skodlivy pro vodni organismy s dlouhodobymi Géinky.

P210 Uchovévejte mimo dosah tepla, horkych povrchil, jisker, otevieného ohné a jinych zdrojt
vzniceni. Zékaz koufeni.

P273 Zabrante uvolriovani do Zivotniho prostfedi.
P280 PouZivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranu oci / ochranu obli¢eje.
P301 + P310 PRI POZITI: OkamZité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNT STREDISKO / Iékare.

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

P304 + P340 + P312 PRI VDECHNUTI: Odvedte postizeného na Cerstvy vzduch a zajistéte mu
pohodIné dychani. Pokud se necitite dobfe, volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI stfedisko / Iékare.
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91C:

H290 Mze byt korozivni pro kovy.

H302 zdravi Skodlivy pfi poziti.

H315 Zplsobuje podrazdéni klize.

H317 Mlze vyvolat alergickou koZni reakci.

H318 Zplsobuje vazné poskozeni o&i.

H335 Mze zplsobit podrazdéni dychacich cest.

H360FD Mlze poskodit plodnost. Mlze poskodit nenarozené dité.

H373 Mze zplsobit poskozeni orgéntl (ledviny) p¥i dlouhodobé nebo opakované expozici pfi poziti.
P202 Nemanipulujte, dokud si nepfectete a neporozumite véem bezpecnostnim opatfenim.

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

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

P302 + P352 PRI STYKU S KOZI: Umyijte velkym mnoZstvim vody.

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

P308 + P313 PFi expozici nebo znepokojeni: Vyhledejte Iékafskou pomoc.

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

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

Vyrobce Katalogové ¢islo

Prectéte si Navod k pouziti Kod sarze

Prohlaseni o shodé s predpisy
Evropské unie (podle definice

Autorizovany zastupce v Evropském c €
v IVDR 2017/746)

spolecenstvi / Evropské unii

Diagnosticky zdravotnicky

Datum spotfeby prostfedek in vitro

Teplotni limit A

Datum vyroby % Dovozce

Oznacuje autorizovaného zastupce
ve Svycarsku

Upozornéni

Reference
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Kontaktni informace

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

Leukocytt a-naftylacetate (ikke-spesifikk
esterase)- og leukocytt naftol-AS-Dkloracetat
(spesifikk esterase)-sett

Prosedyre nr. 91

[vo] C€

Tiltenkt bruk

Sigma-Aldrich naftol-AS-D-kloracetatesterase- og a-naftylacetatesterase-sett er ment 8 vaere

en generell histologisk fargelgsning for bruk i et laboratorium. Naftol-AS-D-kloracetatesterase-
og a-naftolacetatesterase-reagenser er kun for profesjonell "in vitro-diagnostisk bruk". Denne
manuelle, kvalitative og histokjemiske prosedyren demonstrerer naftol-AS-D-kloracetatesterase-
og a-naftolacetatesterase-aktivitet i leukocytter i menneskeblod, benmargsfilmer eller
vevsbergringsavtrykk. Histologisk visualisering av leukocyttcellulaere esteraser er en unik teknikk
som ofte brukes innen medisin.

Cellulzere esteraser finnes overalt og ser ut til 8 representere en serie ulike enzymer som virker p8
utvalgte substrater. Under definerte reaksjonsforhold kan det veaere mulig 8 fastsl& hemapoietiske
celletyper ved bruk av spesifikke esterasesubstrater. De beskrevne metodene gir hematologer og
hematopatologer metoder for & skjelne granulocytter fra monocytter.”

For & utfgre testen inkuberes blod, benmargsfilmer eller vevsbergringsavtrykk med enten
naftol-AS-D-kloracetat (NCAE) eller a-naftylacetat (NAE) ved tilstedeveerelse av et ferskt dannet
diazoniumsalt. Enzymatisk hydrolyse av esterbindinger frigjor frie naftolforbindelser. Disse kobles til
diazoniumsalt og danner sterkt fargede avsetninger p& stedene med enzymaktivitet.

De fleste nylige prosedyrer, inkludert de fra Sigma-Aldrich, benytter stabile diazoniumsalter.

Disse dannes ved & reagere et arylamin med natriumnitritt i et surt medium.® Det resulterende
diazoniumkloridet (som regel ustabilt) kan deretter behandles med forbindelser som sinkklorid,
sinksulfat eller naftalen-1,6-disulfonat, som danner stabile salter. Disse stabiliseringsmidlene kan utgve
markert hemming pd enkelte enzymsystemer, mens diazoniumkloridene er mindre hemmende.®

Av denne grunn tilbyr Sigma-Aldrich nd stabile Igsninger for Fast Red Violet LB-base, Fast Blue BB-base
og natriumnitritt for esterasecytokjemi. For ytterligere & forenkle disse metodene er stabile lgsninger av
naftol-AS-D-kloracetat og a-naftylacetat inkludert. Tilgjengeligheten av disse stabile Igsningene gjgr at
kunden kan justere volumene av arbeidsreagens etter behov, noe som eliminerer avfall.

Reagenser

Naftol-AS-D-kloracetatlgsning (kat.nr. 911-10ML)

Naftol-AS-D-kloracetat, 8 mg/ml og stabiliseringsmiddel. Advarsel. Gir gyeirritasjon. VED KONTAKT
MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette
enkelt lar seg gjgre. Fortsett skyllingen.

Fast Red Violet LB-baselgsning (kat.nr. 912-10ML)
Fast Red Violet LB-base, 15 mg/ml, i 0,4 mol/| saltsyre med stabiliseringsmiddel. Fare. Gir alvorlige
etseskader pd hud og gyne. Benytt vernehansker/gyevern/ansiktsvern.

TRIZMAL™ 6.3-konsentrat (kat.nr. 913-50ML)
TRIZMA®-maleat, 1 mol/l, med overflateaktivt middel. pH 6,3 + 0,15 ved 25 °C. Fare. Irriterer huden.
Kan utlgse en allergisk hudreaksjon. Gir alvorlig gyeskade. Benytt vernehansker/gyevern/ansiktsvern.

Natriumnitrittigsning (kat.nr. 914-10ML)
Natriumnitritt, 0,1 mol/I.

Sitratlgsning (kat.nr. 915-50ML)
Sitronsyre, 18 mmol/l, natriumsitrat, 9 mmol/I, natriumklorid, 12 mmol/l, med overflateaktivt
middel. pH 3,6 £ 0,1 ved 25 °C

a-naftylacetatlgsning (kat.nr. 916-10ML)

a-naftylacetat, 12,5 mg/ml, i metanollgsning med stabiliseringsmidler. Fare. Brannfarlig vaeske og
damp. Giftig ved svelging. Farlig ved hudkontakt eller inndnding. Gir mild hudirritasjon. Gir alvorlig
oyeirritasjon. Fordrsaker organskader.

Fast Blue BB-baselgsning (kat.nr. 917-10ML)

Fast Blue BB-base, 15 mg/ml, C.I. 37175 i 0,4 mol/| saltsyre med stabiliseringsmidler. Advarsel. Farlig
ved svelging. Gir mild hudirritasjon. Gir alvorlig gyeirritasjon. VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll
forsiktig med vann i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjore.

TRIZMAL™ 7.6-konsentrat (kat.nr. 918-50ML)

TRIZMA®-maleat, 1 mol/l, med overflateaktivt middel. pH 7,6 + 0,15 ved 25 °C. Fare. Irriterer
huden. Gir alvorlig gyeskade. Kan gi allergi eller astmasymptomer eller pustevansker ved
- o Y - ‘ S

innanding. Kan forarsake irritasjon av luftveiene. Skadelig for liv i vann.

Hematoksylinlgsning Gill nr. 3 (kat.nr. GHS3-50ML)

Sertifisert hematoksylin, 6,0 g/I, C.I. 75290, natriumjodat, 0,6 g/I, og aluminiumsulfat, 52,8 g/I,
med stabiliseringsmidler. Fare. Farlig ved svelging. Gir alvorlig gyeskade. Benytt vernehansker/
gyevern/ansiktsvern.

Natriumfluoridigsning (kat.nr. 919-25ML)
Natriumfluorid, 20 g/I. Advarsel. Farlig ved svelging. Gir mild hudirritasjon.

Spesielle materialer som kreves, men som ikke medfglger

e Aceton, ACS-reagens

e Formaldehyd, 37 %, ACS

e Natriumfluoridlgsning, kat. nr. 919-25ML (pakrevd for a-naftylacetatesterase med
fluoridhemmingsprosedyre.)

Oppbevaring og stabilitet

Oppbevar hematoksylinlgsning, Gill-nr. 3 i romtemperatur (18-26 °C) beskyttet mot lys.
Oppbevar andre reagenser i kjgleskap (2-8 °C).

TRIZMAL™ 6.3-konsentrat, TRIZMAL™ 7.6-bufferkonsentrat og sitratlgsning er egnet for bruk i
fraveer av mikrobiell vekst. Andre reagenser er stabile frem til utlgpsdatoen pa etikettene.

Forringelse

Kast TRIZMAL™-konsentrat og sitratlgsning hvis mikrobiell vekst er synlig. Kast hematoksylinlgsning,
Gill-nr. 3 hvis Igsningen blir brun (overoksidert fra luft) eller lilla (tap av surhet).

Fremstilling

Varm alle reagenser opp til romtemperatur (18-26 °C) fgr bruk. Esterasereagenser leveres klare
til bruk.

Fikseringsmiddel med sitrat-aceton-formaldehyd: Tilsett 65 ml aceton og 8 ml 37 % formaldehyd
i 25 ml sitratlgsning. Plasser i en glassflaske og lukk godt igjen. Oppbevares i kjgleskap (2-8 °C).
Romtemperer (18-26 °C) fgr bruk. Stabil i opptil 4 uker ved oppbevaring godt lukket i kjgleskap.

Forsiktighetsregler

IVD-ene inkludert i disse settene er beregnet 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 oppleert i 8 hdndtere humane prgver som kan veere smittsomme,
bruke mikroskoper og annet laboratorieutstyr og som har fargeoppfatning og synsskarphet for 8 skille
farger og andre elementer under et mikroskop.

Normale forsiktighetsregler for hdndtering av laboratoriereagenser bgr fglges. Avfall md 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.

Blod, benmargsfilmer, vevsbergringsavtrykk og cytosentrifugepreparater kan brukes med bade
a-naftylacetatesterase og naftol-AS-D-kloracetatesterase. Enten EDTA eller heparin vil fungere som
en antikoagulant.® Frosne og parafininnstgpte vev kan brukes med naftol-AS-D-kloracetatesterase.
a-naftylacetatesterase kan brukes med suksess p& frosne vevssnitt.?® Blod- eller benmargsfilmer
kan oppbevares fiksert i romtemperatur (18-26 °C) i flere uker eller ufiksert i flere dager uten
merkbar endring i aktivitet.® Ikke send fullblodet til analysering pa andre laboratorier. Send
fikserte eller ufikserte objektglass. Objektglass bgr oppbevares kjglig under transport. La filmen
tgrke minst 1 time for fiksering.

Begrensninger i prosedyren

De beskrevne prosedyrene utfgres ved 37 °C. Hvis reagensene ikke har denne temperaturen, kan
det oppstd svake eller negative reaksjoner. Det anbefales at temperaturen kontrolleres med et
ngyaktig termometer. Vannbad med kontrollert temperatur er mer effektive enn varmluftinkubatorer
og bgr brukes til enzymcytokjemiske metoder. Varmeoverfgring gjennom glass er raskere enn
gjennom plast, og derfor bgr Coplin-beholdere av glass brukes.

Mange enzymsystemer er fglsomme for sm§ spor av vaskemiddel. Vasking av glass med fortynnet
blekemiddel etterfulgt av skylling i rikelige mengder avionisert vann vil forhindre vaskemiddeleffekt
p& cellulzere enzymer.

Fikseringssystemet som beskrives i avsnittet "Reagenser”, inneholder formaldehyd. Hvis
fikseringsmidlet ikke fjernes fullstendig med kraftig skylling, kan enhver mengde aldehyd, enten
konsentrert pd luftterkede objektglass eller spormengder fra vate objektglass, som tilsettes i
inkubasjonssystemet fare til enzymhemming. For 8 forhindre tap av blodfilm under skylleprosessen
ma vannstrgmmen rettes pd objektglasset over "fjzerkanten” (den tynne delen) av prgven. Skyll
begge sider av objektglasset.

Resultatene er basert pa en viss grad av subjektiv tolkning. Individuelle laboratorier bgr fastsette
sine egne normalomrader.

Merknader

Brukere av Sigma-sett 390A og 91C bgr utvise forsiktighet ved bruk av
TRIZMA®-bufferkonsentrater, katalognr. 913 og 903C, da de ikke kan brukes
om hverandre. Bruk av feil buffer vil resultere i en negativ reaksjon.

Prosedyre
De beskrevne prosedyrene utfgres ved 37 °C.

Prosedyre for naftol-AS-D-kloracetatesterase

1. Forvarm tilstrekkelig avionisert vann for substratbruk til 37 °C. Kontroller temperaturen fgr bruk.

2. Umiddelbart for fiksering tilsetter du 1 ml natriumnitrittlgsning i 1 ml Fast Red Violet
LB-baselgsning i et testror. Bland forsiktig ved & snu opp ned og la st8 i 2 minutter.
Aktiv utvikling av gassbobler bgr unng8s.

3. Tilsett lgsning fra trinn 2 i 40 ml forvarmet avionisert vann fra trinn 1.

4. Tilsett 5 ml TRIZMAL™ 6.3-bufferkonsentrat (Se "Merk")

5. Tilsett 1 ml naftol-AS-D-kloracetatlgsning. Lasningen skal bli rgd. Bland godt og hell i en
Coplin-beholder.

6. Romtemperer (18-26 °C) sitrat-aceton-formaldehyd (CAF)-lgsningen. Fikser objektglass ved &
senke dem ned i CAF-lgsning i 30 sekunder.

7. Skyll objektglassene grundig i rennende avionisert vann i 45-60 sekunder, og legg dem
deretter i Igsningen fra trinn 5. Objektglassene skal ikke lufttgrkes.

8. Inkuber i 15 minutter ved 37 °C beskyttet mot lys.

9. Etter 15 minutter, fjern objektglassene og skyll grundig i avionisert vann i minst 2 minutter.

10. Kontrastfarg i 2 minutter i hematoksylinlgsning, Gill-nr. 3.

11. Skylli vann fra springen og luftterk.

12. Evaluer mikroskopisk. Hvis dekkglass kreves, m& du kun bruke et vannholdig monteringsmedium.

Merknader

e For bruk med Columbia-glass deles reagensvolumene med 5.

e Hvis substratet (se trinn 5) virker uklart, skal det romtempereres (18-26 °C) og blandes godt.

* Hvis objektglassene har blitt prefiksert og lagret, hopper du over fikseringen (trinn 6 og 7) og
starter med fargingen av torre, prefikserte objektglass i trinn 8.
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Prosedyre for a-naftylacetatesterase Alternativt kan antikoagulert blod fra normale prgver (helst med gkt monocyttall ved bruk av en
prosedyre med a-naftylacetatesterase) ogsa brukes, men de gir mindre intens farging og har feerre

1. Forvarm tilstrekkelig avionisert vann for substratbruk til 37 °C. Kontroller temperaturen fgr bruk. >
positive celler.

2. Umiddelbart for fiksering tilsetter du 1 ml natriumnitrittlgsning i 1 ml Fast Blue BB-baselgsning i et

testror. Bland ved a snu opp ned og la sta i minst 2 minutter. Fargen vil endre seg fra skittenbrun Kjente negative pasientobjektglass kan brukes som en negativ kontroll. Hvis dette ikke er tilgjengelig,
til mgrkegul. Aktiv utvikling av gassbobler bgr unngas. kan gnskede resultater oppnds ved & farge en prgve i en inkubasjonsblanding uten substratet.
3. Tilsett Igsning fra trinn 2 i 40 ml forvarmet avionisert vann fra trinn 1. Fgrstnevnte er imidlertid sterkt anbefalt.

4. Tilsett 5 ml TRIZMAL™ 7.6-bufferkonsentrat.

5. Tilsett 1 ml a-naftylacetatlgsning. Lgsningen skal bli grgnnaktig. Bland godt og hell i en
Coplin-beholder.

6. Romtemperer (18-26 °C) sitrat-aceton-formaldehyd (CAF)-lgsningen. Fikser objektglass ved &
senke dem ned i CAF-lgsning i 30 sekunder. Rist objektglassene kraftig de siste 5 sekundene.

Hvis observerte resultater avviker fra forventede resultater, kontakt teknisk service hos Sigma-Aldrich
for & f& hijelp.

Analytiske ytelsesegenskaper

7. Skyll objektglassene grundig i rennende avionisert vann i 45-60 sekunder, og legg dem deretter i De analytiske ytelsesresultatene for de gitte testene utfgrt pa alle malstrukturer bekrefter 100 %
Igsningen fra trinn 5. Objektglassene skal ikke lufttgrkes. folsomhet, spesifisitet og repeterbarhet.
8. Inkuber i 30 minutter ved 37 °C beskyttet mot lys.
9. Etter 30 minutter, fiern objektglassene og skyll dem grundig i minst 2 minutter i rennende Kat. Produkt- Mal Spesifisitet Fglsomhet Spesifisitet Fglsomhet
avionisert vann. nr. beskrivelse mnlen |nn|en me:lom me:lom
analyse analyse analyse| analyse
10. Kontrastfarg i 2 minutter i hematoksylinlgsning, Gill-nr. 3. Naftol-ASD Steder med Y Y yser yser
1; :kylll i van{rll fraksplilnl(g;e: t.)g quktlt(oll'k. . . ’ . ot . ) 911 Kloracetatigsning aktivitet 3av3 3av3 3av3 3av3
. Evaluer mikroskopisk. Hvis dekkglass kreves, ma du kun bruke et vannholdig monteringsmedium. o1 Fast Red Violet  Steder med 3av3 3av3 3av3 3av3
Merknader LB-baselgsning aktivitet
e For bruk med Columbia-glass deles reagensvolumene med 5. 913 TRIk%Jr?eLr::raGt.B- Osmolalitet 3av3 Jav3 3av3 Jav3
e Huvis substratet (se trinn 5) virker uklart, skal det romtempereres (18-26 °C) og blandes godt.
* Hvis objektglassene har blitt prefiksert og lagret, hopper du over fikseringen (trinn 6 og 7) og starter pH 3av3 3av3 3avs 3av3
med fargingen av tgrre, prefikserte objektglass i trinn 8. 914 Nitrittlgsning Staelgt?vrigtEd 3av3 3av3 3av3 3av3
Prosedyre for esterase med dobbel farging Sted g
. ) eder mei
1. Utfer a-naftylacetatesterasetesten som beskrevet i prosedyren. Skal ikke kontrastfarges. 915 Sitratlgsning aktivitet 3av3 3av3 3av3 3av3
2. Skyll objektglassene i 5 minutter i avionisert vann. a-naft ~
ylacetat: Steder med
3. Utfer a-naftol-AS-D-kloracetatesterasetesten som beskrevet i prosedyretrinn 1-12. Hopp over 916 |gsning aktivitet 3av3 3av3 3av3 3av3
trinn 6. Fast Blue BB-  Steder med
Merk 917 baselgsning aktivitet 3av3 3av3 3av3 3av3
Fast Blue BB-baselgsning kan erstattes med Fast Red Violet LB-baselgsning hvis bl granulering 918 TRIkZMAL‘: 7t'6' Osmolalitet 3av3 3av3 3av3 3av3
foretrekkes for naftol-AS-D-kloracetatesterase. onsentra
pH 3av3 3av3 3av3 3av3
Prosedyre for a-naftylacetatesterase med fluoridhemming . 919 Natrli;?fi":_.uorid- Stest?\:itm?d 3av3 3av3 3av3 3av3
Selv om a-naftylacetatesterase primaert finnes i celler av monocytisk cellelinje nar de utfgres som S 9 a €
beskrevet, bgr det vedkjennes at megakarygcytter oog erytro(ide forllﬂpgre er posoiti\{e for dgtte er}zymet." GHS3 Hematoé(_?lyllnlngs— Kjerner 3av3 3av3 3av3 3av3
Lymfocytter og noen modne granulocytter viser ogsa sporadisk positivitet. For 8 differensiere disse ning, Gill-nr.

cellene definitivt fra monocytter er natriumfluorid innlemmet i inkubasjonssystemet. Monocyttenzymet
inaktiveres ved tilstedeveerelse av denne forbindelsen.!? Fglgende prosedyre kan brukes til & utfare Advarsler og farer

fluoridhemmingstesten. Se sikkerhetsdatablad og produktmerking for oppdatert risiko-, fare- eller sikkerhetsinformasjon.

1. Tilsett 2 ml natriumnitrittlgsning i 2 ml Fast Blue BB-baselgsning. Bland varsomt ved & snu opp
ned. La std i 2 minutter.
2. Merk 2 begre A og B, og tilsett fglgende:

Beger A Beger B
°C avioni (!
Forvarmet 37 °C avionisert vann 40 ml 40 ml -
Diazotisert Fast Blue BB fra trinn 1 2ml 2 ml
TRIZMAL™ 7.6-konsentrat 5 mil 5 ml

91A:

a-naftylacetatlgsning 1ml 1ml H226 Brannfarlig vaeske og damp.
Natriumfluoridlgsning - 1ml
3. Bland godt og hell i Coplin-beholdere merket A og B. H290 Kan vaere etsende for metaller.
4. Fortsett som beskrevet i trinn 6-12 i prosedyren for a-naftylacetatesterase. H301 Giftig ved svelging.
Ytelsesegenskaper H312 + H332 Farlig ved hudkontakt eller inndnding.
Skgringsmetode H319 Gir alvorlig gyeirritasjon.

Skann filmen og velg et tynt omrade med fa erytrocytter. Steder med naftol-AS-D-kloracetatesterase-

H370 Fordrsaker organskader (gyne, sentralnervesystem).
aktivitet vises som knallrgd granulering, a-naftylacetatesterase som svart granulering. Gi vurdering fra 9 (yne, 4 )

0 til 4+ p& grunnlag av mengde og intensitet av individuelle fargestoff i cytoplasmaet til de relevante H412 Skadelig, med langtidsvirkning, for liv i vann.
celletypene. Egenskaper ved skaring er noe basert pa subjektiv tolkning. Et foreslatt skaringsformat er N
oppfart i tabell 1. Konklusjoner fokuserer pa relativ tilstedevaerelse eller fraveer av farging. P210 Holdes vekk fra varme, varme overflater, gnister, apen ild og andre antenningskilder.

o Royking forbudt.
Tabell 1. Skaringsegenskaper
P273 Unng§ utslipp til miljget.

Cellevurdering Fargeintensitet Tolkning .
P280 Benytt vernehansker/verneklaer/gyevern/ansiktsvern.
0+ Ingen -
1+ Svak til moderat + P301 + P310 VED SVELGING: Kontakt umiddelbart et GIFTINFORMASIJONSSENTER / en lege.
2+ Moderat til sterk + P303 + P361 + P353 VED HUDKONTAKT (eller h3ret): Tilsglte klaer m3 fiernes straks. Skyll huden
3+ Sterk + med vann.
4+ Strdlende + o
P304 + P340 + P312 VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og serg for at vedkommende har
Forventede observasjoner en stilling som letter 8ndedrettet. Kontakt et GIFTINFORMASIONSSENTER / en lege ved ubehag.

Naftol-AS-D-kloracetatesterase

(Fast Red Violet LB) - enzymet anses som regel 8 vaere spesifikt for granulocytiske cellelinjer.
Aktivitetssteder viser sterkt red granulering. Aktivitet er svak eller fraveerende i monocytter og lymfocytter.

a-naftylacetatesterase

(Fast Blue BB) - enzymet pévises primaert i monocytter, makrofager og histiocytter, og er s& godt som
fraveerende i granulocytter. Monocytter skal vise svart granulering. Lymfocytter kan av og til utvise
enzymaktivitet.

Esterase med dobbel farging

Prgver tatt med den doble fargingsprosedyren viser granulocytter med rgd granulering og monocytter
med svart granulering.

a-naftylacetatesterase med fluoridhemming

Alle celler av monocyttisk cellelinje er negative for enzymaktivitet, med unntak av differensierte
histiocytter eller spesialiserte makrofager i vev som ogsa kan vaere resistent mot natriumfluorid.®

Kvalitetskontroll
Reagenssystemet bgr overv8kes ved bruk av positive og negative kontrollobjektglass.

Positive kontrollobjektglass kan forberedes fra spesifikke cellelinjer som er kjent for & vaere positive.
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91C:

H290 Kan vzere etsende for metaller.

H302 Farlig ved svelging.

H315 Irriterer huden.

H317 Kan utlgse en allergisk hudreaksjon.

H318 Gir alvorlig gyeskade.

H335 Kan fordrsake irritasjon av luftveiene.

H360FD Kan skade forplantningsevnen. Kan gi fosterskader.

H373 Kan for8rsake organskader (nyrer) ved langvarig eller gjentatt eksponering.
P202 Skal ikke handteres fgr alle advarsler er lest og oppfattet.

P280 Benytt vernehansker/verneklaer/gyevern/ansiktsvern.

P301 + P312 VED SVELGING: Kontakt et GIFTINFORMASIONSSENTER / en lege ved ubehag.
P302 + P352 VED HUDKONTAKT: Vask med mye vann.

P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter.
Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjore. Fortsett skyllingen.

P308 + P313 Ved eksponering eller mistanke om eksponering: Sgk legehjelp.

Hvis det har oppstéatt en alvorlig hendelse under bruk av denne enheten eller som et
resultat av bruken, rapporter det til produsenten og/eller produsentens autoriserte

representant og til din nasjonale myndighet.

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

Produsent Katalognummer

Se bruksanvisning Batchkode

EU-samsvarserklaering (definert i

Autorisert representant i c €
IVDR 2017/746)

Det europeiske fellesskap / EU

In vitro-diagnostisk medisinsk

Best fgr-dato utstyr

Temperaturgrense

A
Produksjonsdato @

Angir autorisert representant i
Sveits

Forsiktighetsregel

Importer
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Sigma-Aldrich.

Kullanma Talimati

Lokosit a-Naftil Asetat (Spesifik Olmayan
Esteraz) ve Lokosit Naftol AS-D Kloroasetat
(Spesifik Esteraz) Kiti

Prosedir No. 91 SM'““DDRE
ce 1GMa

Kullanim Amaci

Sigma-Aldrich Naftol AS-D Kloroasetat Esteraz ve a-Naftil Asetat Esteraz kitleri genel laboratuvar
kullanimi igin histolojik boya olarak tasarlanmistir. Naftol AS-D kloroasetat esteraz ve a-naftil asetat
esteraz reaktifleri yalnizca profesyonel "in Vitro Tani Amagli Kullanim" igindir. Bu manuel, kalitatif,
histokimyasal prosediir, insan kani, kemik iligi veya doku dokundurma preparatlarinin I6kositlerinde,
naftol AS-D kloroasetat esteraz ve a-naftil asetat esteraz aktivitesini gosterir. Lokosit hiicresel
esterazlarinin histolojik olarak gorsellestiriimesi, su anda tipta yaygin olarak kullanilan benzersiz

bir tekniktir.

Hiicresel esterazlar yaygin olarak bulunmakta ve segilmis substratlar tzerinde etkili olan bir dizi
farkl enzimi temsil ediyor gibi gériinmektedir. Tanimlanmis reaksiyon kosullari altinda, spesifik
esteraz substratlari kullanilarak hemopoietik hiicre tiplerinin belirlenmesi miimkin olabilir.
Agiklanan yontemler, hematologlar ve hematopatologlarin grandilositleri monositlerden ayirt etmesi
icin araclar saglar.'”’

Testi gergeklestirmek igin kan, kemik iligi filmleri veya doku dokundurma preparatlari, yeni olusmus
bir diazonyum tuzunun varliginda naftol AS-D kloroasetat (NCAE) veya a-naftil (NAE) asetat ile
inkiibe edilir. Ester baglantilarinin enzimatik hidrolizi, serbest naftol bilesiklerini serbest birakir. Bunlar,
diazonyum tuzu ile birlegserek enzim aktivitesi bolgelerinde oldukga renkli birikintiler olusturur.

Sigma-Aldrich tarafindan saglananlar da dahil olmak Gzere gogu giincel prosedirde stabil diazonyum
tuzlari kullanilir. Bunlar, bir asit ortaminda arilamin ile sodyum nitritin reaksiyona sokulmasiyla
olusturulur.® Ortaya gikan diazonyum klor(r (genellikle instabil), daha sonra stabil tuzlar olusturan
cinko klorir, ginko siilfat veya naftalin-1-6-distlfonat gibi bilesiklerle islenebilir. Bu stabilizatérler

bazi enzimatik sistemler izerinde belirgin inhibisyon uygulayabilirken, diazonyum klorirler daha

az inhibitdrdir.® Bu nedenle, Sigma-Aldrich artik esteraz sitokimyasi igin Hizli Kirmizi Mor LB Baz,
Hizli Mavi BB Baz ve Sodyum Nitrat igin stabil gozeltiler saglamaktadir. Bu yontemleri daha da
basitlestirmek igin Naftol AS-D Kloroasetat ve a-Naftil Asetatin stabil gozeltileri dahil edilmistir.

Bu stabil gozeltilerin mevcudiyeti, musterinin galisma reaktifi 6lglerini ihtiyaca gore ayarlayarak israfi
ortadan kaldirmasina olanak tanir.

Reaktifler

Naftol AS-D Kloroasetat Cozeltisi (Kat. No. 911-10ML)

Naftol AS-D kloroasetat, 8 mg/mL ve stabilizatér. Uyar. Géz tahrisine neden olur. GOZLE TEMASI
DURUMUNDA: Birkag dakika suda dikkatlice durulayin. Varsa ve yapmasi kolaysa kontakt lensleri
cikarin. Durulamaya devam edin.

Hizh Kirmizi Mor LB Baz Cozeltisi (Kat. No. 912-10ML)
Hizli kirmizi viyole LB baz, 15 mg/mL, 0,4 mol/L hidroklorik asit iginde stabilizator ile. Tehlike.
Ciddi cilt yaniklarina ve g6z hasarina neden olur. Koruyucu eldiven/géz koruyucu/ylz koruyucu kullanin.

TRIZMAL™ 6.3 Konsantresi (Kat. No. 913-50ML)

TRIZMA® maleat, 1 mol/L, surfaktan ile. 25°C'de pH 6,3 *+ 0,15. Tehlike. Cilt tahrisine neden
olur. Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir. Ciddi géz hasarina neden olur. Koruyucu eldiven/g6z
koruyucu/ytz koruyucu kullanin.

Sodyum Nitrit Cozeltisi (Kat. No. 914-10ML)
Sodyum nitrit, 0,1 mol/L

Sitrat Cozeltisi (Kat. No. 915-50ML)
Sitrik asit, 18 mmol/L, sodyum sitrat, 9 mmol/L, sodyum kloriir, 12 mmol/L, strfaktan ile, 25°C'de
pH 3,6 £ 0,1.

a-Naftil Asetat Cozeltisi (Kat. No. 916-10ML)

a-Naftil asetat, 12,5 mg/mL, metanol ¢ozeltisi icinde stabilizatorler ile. Tehlike. Alevlenir sivi
ve buhar. Yutulmasi halinde zehirlidir. Cilt ile temasi veya solunmasi halinde zararhdir. Hafif cilt
tahrisine neden olur. Ciddi g6z tahrisine neden olur. Organlarda hasara neden olur.

Hizl Mavi BB Baz Cozeltisi (Kat. No. 917-10ML)

Hizli mavi BB baz, 15 mg/mL, C.I. 37175, 0,4 mol/L hidroklorik asit iginde stabilizatorler ile. Uyari.
Yutulmasi halinde zararlidir. Hafif cilt tahrisine neden olur. Ciddi goz tahrisine neden olur. GOZLE
TEMASI DURUMUNDA: Birkag dakika suda dikkatlice durulayin. Varsa ve yapmasi kolaysa kontakt
lensleri gikarin.

TRIZMAL™ 7.6 Konsantresi (Kat. No. 918-50ML)

TRIZMA® maleat, 1 mol/L, surfaktan ile. 25°C'de pH 7,6 £ 0,15. Tehlike. Cilt tahrisine neden olur.
Ciddi g6z hasarina neden olur. Solunmasi halinde alerji veya astim semptomlarina ya da solunum
glgliglne neden olabilir. Solunum tahrisine neden olabilir. Sudaki yasam igin zararhdir.

Hematoksilen Cozeltisi, Gill No. 3 (Kat. No. GHS3-50ML)

Sertifikali Hematoksilen, 6,0 g/L, C.I. 75290, sodyum iyodat, 0,6 g/L ve aliminyum siilfat,
52,8 g/L, stabilizatorler ile. Tehlike. Yutulmasi halinde zararlidir. Ciddi g6z hasarina neden olur.
Koruyucu eldiven/g6z koruyucu/ytz koruyucu kullanin.

Sodyum Floriir Cozeltisi (Kat. No. 919-25ML)
Sodyum Florr, 20 g/L. Uyari. Yutulmasi halinde zararlidir. Hafif cilt tahrisine neden olur.

Saglanmayan Gerekli Ozel Malzemeler

e Aseton, ACS Reaktifi

e Formaldehit, %37, ACS

e Sodyum Floriir Gozeltisi, Kat. 919-25ML (Florid inhibisyonu ile a-Naftil Asetat Esteraz Prosediirii
icin gereklidir).

Saklama ve Stabilite

Hematoksilen Cozeltisi, Gill No. 3'l oda sicakliginda (18-26°C) isiktan koruyarak saklayin. Diger
reaktifleri buzdolabinda saklayin (2-8°C).

TRIZMAL™ 6.3 Konsantre, TRIZMAL™ 7.6 Konsantre ve Sitrat Cozeltisi, mikrobiyal buylimenin
olmadigi durumlarda kullanima uygundur. Dider reaktifler, etikette gosterilen son kullanma tarihine
kadar stabildir.

Bozulma

Mikrobiyal Greme gorilirse TRIZMAL™ Konsantre ve Sitrat Cozeltisini atin. Cozelti kahverengiye
dénerse (havadan agiri oksitlenme) veya mora donerse (asidite kaybi) Hematoksilen Cozeltisi, Gill
No. 3'G atin.

Hazirlama

Kullanmadan 6nce tim reaktifleri oda sicakhidina (18-26°C) getirin. Esteraz reaktifleri kullanima
hazir olarak saglanir.

Sitrat-Aseton-Formaldehit Fiksatifi: 25 mL Sitrat Cozeltisine 65 mL Aseton ve 8 mL

%37 Formaldehit ekleyin. Cam siseye koyun ve agzini sikica kapatin. Buzdolabinda saklayin
(2-8°C). Kullanmadan 6nce oda sicakligina (18-26°C) getirin. Agzi sikica kapali olarak
buzdolabinda saklanirsa 4 haftaya kadar stabildir.

Onlemler

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

Laboratuvar reaktiflerini kullanirken uygulanan normal 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, tiim kan tirevleri veya doku numuneleri potansiyel olarak
bulasici kabul edilmelidir.

Kan, kemik iligi filmleri, doku dokundurma preparatlari ve hiicre santriftj preparatlari, hem a-naftil
asetat esteraz hem de naftol AS-D kloroasetat esteraz ile kullanilabilir. EDTA veya heparin, antikoagiilan
gorevi gorecektir.® Dondurulmus ve parafine gomull dokular, naftol AS-D kloroasetat esteraz ile
kullanilabilir. a-Naftil asetat esteraz, donmus doku kesitlerinde basariyla kullanilabilir.® Kan veya kemik
iligi filmleri aktivitede kayda deger bir degisiklik olmaksizin oda sicakliginda (18-26°C) fiksasyon
uygulanmis olarak birkag hafta veya fiksasyon uygulanmamis olarak birkag gtin saklanabilir.#?

Diger laboratuvarlarda tahlil igin tam kani gondermeyin. Fiksasyonlu ve fiksasyonsuz lamlari génderin.
Tasima sirasinda lamlar soguk kalmalidir. Fiksasyondan en az 1 saat énce filmlerin kurumasini bekleyin.

Proseddre Iliskin Sinirlamalar

Aciklanan prosedirler 37°C'de gergeklestirilir. Reaktifler bu sicaklikta degdilse zayif veya negatif
reaksiyonlar elde edilebilir. Sicakliklarin dogru bir termometre ile kontrol edilmesi énerilir. Kontrolli
sicakliktaki su banyolari, sicak hava inkibatérlerinden daha etkilidir ve enzim sitokimyasal
yontemleri igin kullanilmalidir. Camdan 1si transferi plastikten daha hizlidir, bu nedenle cam Coplin
kavanozlari kullaniimalidir.

Birgok enzim sistemi, ok kiiglik deterjan kalintilarina kargi hassastir. Cam egyalarin seyreltik
adartici ile yikanmasi ve ardindan bol miktarda deiyonize su ile durulanmasi, hicresel enzimler
Uzerindeki deterjan etkisini dnleyecektir.

"Reaktifler" béliminde agiklanan fiksatif sistem formaldehit igerir. Fiksatif kuvvetli durulama ile
tamamen cikarilmazsa, inkiibasyon sistemine eklenen herhangi bir miktarda aldehit (kurumaya
birakilmig lamlar tzerinde konsantre olarak veya islak lamlardan eser miktarda), enzim
inhibisyonuna neden olabilir. Durulama islemi sirasinda kan filmi kaybini dnlemek igin, su akisini tiy
kenarinin Gzerindeki lam Uzerine yonlendirin. Lamin her iki tarafini da durulayin.

Sonuglar, belirli bir dereceye kadar subjektif yorumlamaya dayanmaktadir. Her laboratuvar kendi
normal araliklarini olusturmalidir.

Notlar

Sigma Kitleri 390A ve 91C kullanicilari, TRIZMA® Tampon Konsantreleri
Katalog No. 913 ve 903C'yi kullanirken dikkatli olmalidir giinkii bunlar birbiri
yerine kullanilamaz. Yanhs tamponun kullanilmasi negatif bir reaksiyona
neden olur.

Prosedur
Aciklanan prosediirler 37°C'de gergeklestirilir.

Naftol AS-D Kloroasetat Esteraz Prosediirii

1. Substrat kullanimi igin yeterli deiyonize suyu 37°C'ye 6nceden isitin. Kullanmadan énce
sicakligi dogrulayin.

2. Fiksasyondan hemen 6nce, 1 mL Hizli Kirmizi Mor LB Baz Cozeltisine 1 mL Sodyum Nitrit
Cozeltisi ekleyin. Yavagca ters yonde karistirin ve 2 dakika bekletin. Gaz kabarciklarinin aktif
olusumundan kaginilmalidir.

3. Adim 2'deki gozeltiyi, Adim 1'deki 6nceden isitilmis 40 mL deiyonize suya ekleyin.

4. 5 mL TRIZMAL™ 6.3 Tampon Konsantresi ekleyin. (Bkz. "Not").

5. 1 mL Naftol AS-D Kloroasetat Gézeltisi ekleyin. Gézelti kirmiziya dénmelidir. Iyice karistirin ve
Coplin kavanozuna doékin.

6. Sitrat-Aseton-Formaldehit (CAF) Gozeltisini oda sicakligina (18-26°C) getirin. CAF gézeltisine
daldirarak lamlara 30 saniye fiksasyon uygulayin.

7. Slaytlar akan deiyonize suda 45-60 saniye iyice durulayin, ardindan Adim 5'teki gozeltiye

yerlestirin. Lamlarin kurumasina izin vermeyin.

Isiktan koruyarak 37°C'de 15 dakika inkibe edin.

9. 15 dakika sonra lamlari gikarin ve en az 2 dakika deiyonize suda iyice durulayin.

10. Hematoksilen Cozeltisi, Gill No. 3 iginde 2 dakika zit boyama yapin.

11. Musluk suyunda durulayin ve kurumaya birakin.

12. Mikroskobik olarak degerlendirin. Lamel gerekiyorsa, yalnizca sulu bir yerlestirme ortami kullanin.

®
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Notlar

¢ Columbia kavanozlariyla kullanmak igin reaktif élgllerini 5’e bélun.

e Substrat (Bkz. Adim 5) bulanik gériintyorsa, oda sicakligina (18-26°C) getirin ve iyice karistirin.

e Lamlara 6nceden fiksasyon uygulanmissa ve boyle saklanmissa, fiksasyonu (Adim 6 ve 7) atlayin ve
kuru, fiksasyon uygulanmis lamlari boyamaya Adim 8'de baslayin.

a-Naftil Asetat Esteraz Prosediirii

1. Substrat kullanimi igin yeterli deiyonize suyu 37°C'ye 6nceden isitin. Kullanmadan 6nce sicakligi
dogrulayin.

2. Fiksasyondan hemen 6nce, 1 mL Hizli Mavi BB Baz Cozeltisine 1 mL Sodyum Nitrit Cozeltisi ekleyin.
Ters gevirerek karistirin ve en az 2 dakika beklemeye birakin. Renk kirli kahverengiden koyu sariya
degisecektir. Gaz kabarciklarinin aktif olusumundan kaginiimalidir.

3. Adim 2'deki gozeltiyi, Adim 1'deki 6nceden isitiimis 40 mL deiyonize suya ekleyin.

5 mL TRIZMAL™ 7.6 Tampon Konsantresi ekleyin.

5. 1 mL a-Naftil Asetat Cézeltisi ekleyin. Cozelti yesile dsnmelidir. Iyice karistirin ve Coplin
kavanozuna dékiin.

6. Sitrat-Aseton-Formaldehit (CAF) Gozeltisini oda sicakliina (18-26°C) getirin. CAF gzeltisine
daldirarak lamlara 30 saniye fiksasyon uygulayin. Lamlari son 5 saniye kuvvetlice galkalayin.

7. Slaytlar akan deiyonize suda 45-60 saniye iyice durulayin, ardindan Adim 5'teki gozeltiye
yerlestirin. Lamlarin kurumasina izin vermeyin.

8. Isiktan koruyarak 37°C'de 30 dakika inkibe edin.

9. 30 dakika sonunda lamlari gikarin ve akan deiyonize suda en az 2 dakika iyice durulayin.

10. Hematoksilen Cozeltisi, Gill No. 3 iginde 2 dakika zit boyama yapin.

11. Musluk suyunda durulayin ve kurumaya birakin.

12. Mikroskobik olarak degerlendirin. Lamel gerekiyorsa, yalnizca sulu bir yerlestirme ortami kullanin.

Notlar

e Columbia kavanozlariyla kullanmak igin reaktif lgllerini 5'e bélun.

e Substrat (Bkz. Adim 5) bulanik gériintyorsa, oda sicakligina (18-26°C) getirin ve iyice karistirin.

e Lamlara 6nceden fiksasyon uygulanmigsa ve bdyle saklanmissa, fiksasyonu (Adim 6 ve 7) atlayin ve
kuru, fiksasyon uygulanmis lamlari boyamaya Adim 8'de baslayin.

Cift Boyama Esteraz Prosediirii

1. a-Naftil Asetat Esteraz testini Prosedir béliimiinde agiklandigi gibi gergeklestirin. Zit boyama
yapmayin.

2. Lami deiyonize suda 5 dakika durulayin.

3. Naftol AS-D Kloroasetat Esteraz testini prosediir Adimlari 1-12'de agiklandigi gibi gergeklestirin.
Adim 6'y1 atlayin.

Not

Naftol AS-D Kloroasetat Esteraz igin mavi granilasyon tercih edilirse, Hizli Kirmizi Mor LB Baz Cozeltisi
Hizli Mavi BB Baz Cozeltisi yerine kullanilabilir.

»

Floriir inhibisyonu ile a-Naftil Asetat Esteraz Prosediirii

a-Naftil asetat esteraz, agiklandigi gibi gergeklestirildiginde temel olarak monositik soy hiicrelerinde
bulunmasina ragmen, megakaryositler ve eritroid 6nctllerinin bu enzim igin pozitif oldugu kabul
edilmelidir.* Lenfositler ve bazi olgun granilositler de ara sira pozitiflik gosterir.# Bu hiicreleri kesin olarak
monositlerden ayirt etmek igin inkiibasyon sistemine sodyum floriir eklenir. Monosit enzimi, bu bilesigin
varliginda inaktive edilir.!2 Florur inhibisyon testini gergeklestirmek igin asagidaki prosediir kullanilabilir.

1. 2 mL Hizh Mavi BB Baz Coézeltisine 2 mL Sodyum Nitrit Cozeltisi ekleyin. Hafifce ters gevirerek
kanistirin. 2 dakika beklemeye birakin.
2. 2 adet beheri A ve B olarak etiketleyin ve asagidakileri ekleyin:

Beher A Beher B
Onceden 37°C'ye isitilmis deiyonize su 40 mL 40 mL
Adim 1'deki Diazotize Hizli Mavi BB 2 mL 2mL
TRIZMAL™ 7.6 Konsantresi 5mL 5mL
a-Naftil Asetat Cozeltisi 1mL 1mL
Sodyum Florlr Cozeltisi - 1mL

3. lyice kanistirin ve A ve B etiketli Coplin kavanozlarina dékiin.
4. a-Naftil Asetat Esteraz Prosediiri Adimlari 6-12'de agiklandigi gibi devam edin.

Performans Ozellikleri

Skorlama Yéntemi

Filmi tarayin ve birkag eritrosit iceren ince bir alan secin. Naftol AS-D Kloroasetat Esteraz aktivitesi
bélgeleri parlak kirmizi grantilasyon olarak, a-Naftil Asetat Esteraz ise siyah granilasyon olarak
gériinecektir. Ilgili hiicre tiplerinin sitoplazmasi igindeki tek tek boyalarin miktarina ve yogunluguna

gore 0 ila 4+ arasinda skor verin. Skorlama 6zellikleri kismen subjektif yorumlamaya dayanmaktadir.
Onerilen skorlama formati Tablo 1'de sunulmustur. Sonuglar, boyanmanin géreceli varligi veya yokluguna
odaklidir.

Tablo 1. Skorlama Ozellikleri

Hiicre Derecelendirmesi  Boy Yogunlugu Yorum
0+ Yok -
1+ Silik ila Orta +
2+ Orta ila Guglu +
3+ Gugli +
4+ Parlak +

Beklenen Gozlemler

Naftol AS-D Kloroasetat Esteraz

(Hizli Kirmizi Mor LB) - Enzimin genellikle graniilositik soydan gelen hiicreler igin spesifik oldugu kabul
edilir. Aktivite bolgeleri parlak kirmizi granilasyon gdsterir. Monositler ve lenfositlerde aktivite zayiftir
veya yoktur.

a-Naftil Asetat Esteraz

(Hizl Mavi LB) - Enzim baslica monositlerde, makrofajlarda ve histiyositlerde saptanir ve granilositlerde
hemen hemen yoktur. Monositler siyah graniilasyon géstermelidir. Lenfositler bazen enzim aktivitesi
gosterebilir.

Cift Boyama Esteraz

Cift boyama proseddriyle alinan numuneler, kirmizi granilasyonlu granilositleri ve siyah granilasyonlu
monositleri gosterecektir.

Floriir inhibisyonu ile a-Naftil Asetat Esteraz

Sodyum floride direngli olabilen dokudaki farklilasmis histiyositler veya 6zellesmis makrofajlar disinda,
monositik soydan gelen tim hiicreler enzim aktivitesi agisindan negatif olacaktir.*

Kalite Kontrol
Reaktif sistemi, pozitif ve negatif kontrol lamlari kullanilarak izlenmelidir.

Pozitif kontrol lamlari, pozitif oldugu bilinen spesifik hiicre hatlarindan hazirlanabilir.

Alternatif olarak, normal numunelerden (tercihen a-naftil asetat esteraz proseduri kullaniliyorsa artan
monosit sayisiyla) antikoagile edilmis kan da kullanilabilir; ancak bunlar daha az yogun boyamaya
sebep olacak ve daha az pozitif hiicreye sahip olacaktir.

Bilinen negatif hasta lamlari negatif kontrol olarak kullanilabilir. Mevcut degilse, bir numunenin substrat
cikarilarak inkiibasyon karisiminda boyanmasi istenen sonuglari verecektir. Ancak, ilkinin kullaniimasi
siddetle tavsiye edilir.

Gozlemlenen sonuglar beklenen sonuglardan farkliysa, yardim igin litfen Sigma-Aldrich Teknik Servisi ile
iletisime gegcin.

Analitik Performans Ozellikleri

Tum hedef yapilar (izerinde yiritilen belirli testlere ait analitik performans sonuglari %100 duyarhhk,
6zgulliik ve tekrarlanabilirligi dogrulamaktadir.

Kat. Uriin Tanimi Hedef Tahlil igi Tahlil igi Tahliller Tahliller
No. Ozgiilliik Duyarhhk . Arasi Arasi
Ozgiilliik Duyarhhk
Naftol AS-D -
911 Kloroasetat ktivite 3te 3 3te 3 3te 3 3te 3
Cozeltisi 9
Hizlh Kirmizi Mor Aktivite y . . i
912 |BBaz Gozeltisi  Bolgeleri 3te3 3te3 3te3 3te3
TRIZMAL™ 6.3 " " ' . i
913 Konsantresi Osmolalite 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
pH 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
. U Aktivite " ' . i
914 Nitrat Cozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
. " - Aktivite ' ' . .
915 Sitrat Cozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
a-Naftil Asetat Aktivite " ' . i
916 Cozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Hizl Mavi BB Baz Aktivite y . B i
917 Cozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
TRIZMAL™ 7.6 : " ' " i
918 Konsantresi Osmolalite 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
pH 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Sodyum Florir Aktivite . ! y '
919 Cozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Hematoksilen
GHS3 Cozeltisi, Gill Cekirdekler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
No. 3

Uyarilar ve Tehlikeler

Guncellenmis herhangi bir risk, tehlike veya giivenlik bilgisi icin Glivenlik Veri Formuna ve Uriin
etiketine bakin.

91A:

SO

H226 Alevlenir sivi ve buhar.

H290 Metaller igin asindirici olabilir.

H301 Yutulmasi halinde zehirlidir.

H312 + H332 Cilt ile temasi veya solunmasi halinde zararlidir.
H319 Ciddi goz tahrisine neden olur.

H370 Organlara (gozler, merkezi sinir sistemine) zarar verir.
H412 Sudaki yasam igin uzun sureli etkiyle zararlidir.

P210 Isidan, sicak ytzeylerden, kivilcimlardan, agik alevlerden ve diger tutusturma kaynaklarindan
uzak tutun. Sigara igmeyin.

P273 Gevreye salinmasini énleyin.
P280 Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz koruyucu/ytiz koruyucu kullanin.
P301 + P310 YUTULMASI HALINDE: Derhal bir ZEHIR DANISMA MERKEZINi/doktoru arayin.

P303 + P361 + P353 CILTLE (veya sagla) TEMASI halinde: Tim kontamine giysilerinizi hemen
cikarin. Cildinizi suyla durulayin.

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.
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H290 Metaller igin agindirici olabilir.
H302 Yutulmasi halinde zararlidir.
H315 Cilt tahrisine neden olur.

H317 Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.

Mevcut markalama ile yeni sablona aktarildi. Kullanim amaci ve 6nlemler boliminde
profesyonel kullanim amagli oldugu belirtildi. Kullanim amaci, IVDR y&nergelerine
uyumlu sekilde revize edildi. Malzeme Guvenlik Bilgi Formu, Guvenlik Bilgi Formu olarak
glincellendi. 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. Literatir referanslari gtincellendi. Bir revizyon
gegmisi tablosu eklendi. Uyarilar ve Tehlikeler eklendi. isvigre’deki yetkili temsilci bilgileri
eklendi.

H318 Ciddi g6z hasarina neden olur.
H335 Solunum tahrisine neden olabilir.
H360FD Uremeye zarar verebilir. Dogmamis gocukta hasara yol agabilir.

H373 Yutulmasi halinde uzun sireli veya tekrarli maruziyet sonucu organlarda (bébrek) hasara
neden olabilir.

P202 Tim glivenlik énlemleri okunup anlasiimadan elleglemeyin.
P280 Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz koruyucu/ytiz koruyucu kullanin.

P301 + P312 YUTULMASI HALINDE: Kendinizi iyi hissetmiyorsaniz bir ZEHIR DANISMA
MERKEZINi/doktoru arayin.

P302 + P352 CILTLE TEMASI HALINDE: Bol suyla yikayin.

P305 + P351 + P338 GOZLE TEMASI HALINDE: Birkag dakika suda dikkatlice durulayin. Varsa ve
yapmasi kolaysa kontakt lensleri gikarin. Durulamaya devam edin.

P308 + P313 Maruz kalinmasi veya endise edilen bir durum olmasi HALINDE: Tibbi tavsiye/
midahale alin.

Bu cihazin kullanimi sirasinda veya kullanimi sonucunda ciddi bir olay meydana
gelirse, liitfen bunu lireticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve ulusal yetkili
makaminiza bildirin.

Sembol Tanimlari
EN ISO 15223-1:2021'de tanimlanan semboller

Uretici Katalog Numarasi

Kullanma Talimatina bakin Parti Kodu

Avrupa Birligi Uygunluk Beyani

Avrupa Toplulugu'nda/Avrupa
C € (IVDR 2017/746'da tanimlanmistir)

Birligi'nde Yetkili Temsilci

Son Kullanma Tarihi in vitro tani amagl tibbi cihaz

Sicaklik Sinir Dikkat

Uretim Tarihi

isvigre'deki Yetkili Temsilciyi Belirtir

ithalatgi
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Kayttéohje

a-naftyyliasetaatti (epaspesifinen esteraasi)-
ja naftoli-AS-D-klooriasetaatti (spesifinen
esteraasi) -pakkaus leukosyyteille
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Kayttotarkoitus

Sigma-Aldrichin naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasi- ja a-naftyyliasetaattiesteraasipakkaukset
on tarkoitettu histologiseen varjdykseen yleisessa laboratoriokdytéssa. Naftoli-AS-D-
klooriasetaattiesteraasi- ja a-naftyyliasetaattiesteraasireagenssit on tarkoitettu vain
ammattikayttéon “in vitro -diagnostiikassa”. Tama manuaalinen, kvalitatiivinen, histokemiallinen
menetelma osoittaa naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasi- ja a-naftyyliasetaattiesteraasitoiminnan
ihmisen veren tai luuytimen sivelyvalmisteiden tai kudoskosketusvalmisteiden leukosyyteissa.
Leukosyyttiesteraasien histologinen visualisointi on ainutlaatuinen tekniikka, joka on
nykylaaketieteessd yleisessa kaytossa.

Solujen esteraaseja on lasna kaikkialla, ja ne edustavat eri entsyymeja, jotka vaikuttavat tiettyihin

substraatteihin. Tarkoin madratyissa reaktio-olosuhteissa on mahdollista maarittaa hemopoieettisia

solutyyppejé spesifisten esteraasisubstraattien avulla. Kuvatut menetelmat tarjoavat hematologeille
ja hematopatologeille tavan erottaa granulosyyttejd monosyyteista.”

Testin suorittamiseksi veri, luutimen sivelyvalmisteet tai kudoskosketusvalmisteet inkuboidaan joko
naftoli-AS-D-klooriasetaattiin (NCAE) tai a-naftyyliasetaattiin (NAE), jossa on vasta valmistettua
diatsoniumsuolaa. Esterisidosten entsymaattinen hydrolyysi vapauttaa vapaita naftoliyhdisteita.

Ne sidostuvat diatsoniumsuolan kanssa ja muodostavat voimakkaan varisid kertymia alueille, joissa
on entsyymitoimintaa.

Useimmissa viimeaikaisissa menetelmissd, Sigma-Aldrichin menetelmé&t mukaan lukien, kaytetaan
stabiileja diatsoniumsuoloja. Niitd muodostetaan aryyliamiinin ja natriumnitriitin valisellé reaktiolla
happovaliaineessa.® Muodostunut (yleensa epéstabiili) diatsoniumkloridi voidaan tdman jélkeen
kasitella stabiileja suoloja muodostavilla yhdisteilld, kuten sinkkikloridilla, sinkkisulfaatilla tai
naftaleeni-1-6-disulfonaatilla. Néama stabilointiaineet voivat aiheuttaa huomattavaa inhibitiota
joihinkin entsyymijarjestelmiin, kun taas diatsoniumkloridit eivat ole yhtd inhiboivia.® Tasta

syystd Sigma-Aldrich toimittaa nyt stabiilin nopean puna-violetti-LB-pohjaliuoksen, nopean
sini-BB-pohjaluoksen ja natriumnitriittiliuoksen esteraasisolukemiaa varten. Menetelmien
yksinkertaistamiseksi pakkaukset siséltédvat myos stabiilit naftoli-AS-D-klooriasetaatti- ja
a-naftyyliasetaattiliuokset. Stabiilien liuosten saatavuus auttaa asiakasta saatdamaan
tyoskentelyreagenssien maaria tarpeen mukaan ja vahentamaan havikkia.

Reagenssit

Naftoli-AS-D-klooriasetaattiliuos (luettelonro 911-10ML)

Naftoli-AS-D-klooriasetaatti, 8 mg/ml, ja stabilointiaine. Varoitus. Arsyttaa silmia. JOS KEMIKAALIA
JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedelld usean minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi
tehda helposti. Jatka huuhtomista.

Nopea puna-violetti-LB-pohjaliuos (luettelonro 912-10ML)

Nopea puna-violetti-LB-pohja, 15 mg/ml, stabilointiainetta sisaltdvassa suolahapossa, jonka
pitoisuus on 0,4 mol/l. Vaara. Voimakkaasti ihoa sydvyttavaa ja silmia vaurioittavaa. Kayta
suojakasineita/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

TRIZMAL™ 6.3 -konsentraatti (luettelonro 913-50ML)

TRIZMA®-maleaatti, 1 mol/l, ja pinta-aktiivinen aine. pH 6,3 +0,15 |ampétilan ollessa 25 °C.
Vaara. Arsyttaa ihoa. Voi aiheuttaa allergisen ihoreaktion. Voimakkaasti silmié vaurioittavaa. Kayta
suojakasineita/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

Natriumnitriittiliuos (luettelonro 914-10ML)
Natriumnitriitti, 0,1 mol/I

Sitraattiliuos (luettelonro 915-50ML)
Sitruunahappo, 18 mmol/I, natriumsitraatti, 9 mmol/l, natriumkloridi, 12 mmol/l, ja pinta-aktiivinen
aine, pH 3,6 0,1 lampétilan ollessa 25 °C

a-naftyyliasetaattiliuos (luettelonro 916-10ML)

a-naftyyliasetaatti, 12,5 mg/ml, stabilointiaineita sisdltdvassa metanoliliuoksessa. Vaara. Syttyva
neste ja hdyry. Myrkyllista nieltyna. Haitallista joutuessaan iholle tai hengitettynd. Arsyttaa lievasti
ihoa. Arsyttaa voimakkaasti silmia. Vahingoittaa elimia.

Nopea sini-BB-pohjaliuos (luettelonro 917-10ML)

Nopea sini-BB-pohja, 15 mg/ml, véri-indeksi 37175, stabilointiaineita sisdltédvassa suolahapossa,
jonka pitoisuus on 0,4 mol/l. Varoitus. Haitallista nieltyna. Arsyttaa lievasti ihoa. Arsyttaa
voimakkaasti silmid. JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedella usean
minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti.

TRIZMAL™ 7.6 -konsentraatti (luettelonro 918-50ML)

TRIZMA®-maleaatti, 1 mol/l, ja pinta-aktiivinen aine. pH 7,6 £0,15 |dmpétilan ollessa 25 °C.
Vaara. Arsyttda ihoa. Voimakkaasti silmia vaurioittavaa. Voi aiheuttaa hengitettyna allergia- tai
astmaoireita tai hengitysvaikeuksia. Saattaa aiheuttaa hengitysteiden &rsytysta. Haitallista
vesielidille.

Hematoksyliiniliuos, Gillin nro 3 (luettelonro GHS3-50ML)

Sertifioitu hematoksyliini, 6,0 g/I, vari-indeksi 75290, natriumjodaatti, 0,6 g/I, alumiinisulfaatti,
52,8 g/, ja stabilointiaineet. Vaara. Haitallista nieltyn&. Voimakkaasti silmia vaurioittavaa. Kayta
suojakasineita/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

Natriumfluoridiliuos (luettelonro 919-25ML)
Natriumfluoridi, 20 g/dl. Varoitus. Haitallista nieltyna. Arsyttaa lievasti ihoa.

Tarvittavat erityismateriaalit, jotka eivat sisdlly pakkaukseen

e Asetoni, ACS-reagenssi

e Formaldehydi, 37 %, ACS

e Natriumfluoridiliuos, luettelonro 919-25ML (tarvitaan a-naftyyliasetaattiesteraasiin
fluoridi-inhibitiomenetelmall&d)

Sailytys ja stabiilius

Sailytéa hematoksyliiniliuos, Gillin nro 3, huoneenldmmaossa (18-26 °C) valolta suojattuna. Sailyta

muita reagensseja jaakaapissa (2-8 °C).

TRIZMAL™ 6.3 -konsentraatti, TRIZMAL™ 7.6 -konsentraatti ja sitraattiliuos soveltuvat
kaytettavaksi, kun mikrobikasvua ei ole. Muut reagenssit ovat stabiileja etiketeissa ilmoitettuun
viimeiseen kayttopaivaan saakka.

Pilaantuminen

Havitéd TRIZMAL™-konsentraatti ja sitraattiliuos, jos mikrobikasvua on havaittavissa. Havita
hematoksyliiniliuos, Gillin nro 3, jos liuos muuttuu ruskeaksi (ylioksidoitunut ilman vaikutuksesta)
tai violetiksi (happamuuden hé&vidminen).

Valmistelu

Lammit& kaikki reagenssit huoneenlampoisiksi (18-26 °C) ennen kayttod. Esteraasireagenssit
toimitetaan kayttévalmiina.

Sitraatti-asetoni-formaldehydifiksatiivi: Liséd 25 ml:aan sitraattiliuosta 65 ml asetonia ja 8 ml
37-prosenttista formaldehydid. Laita lasipulloon ja sulje se tiiviisti. Sailytéd jaédkaapissa (2-8 °C).
Anna tasaantua huoneenlampd6on (18-26 °C) ennen kayttda. Liuos on stabiili enintaan nelja
viikkoa, jos sitd sailytetaan tiiviisti suljettuna jadkaapissa.

Varotoimet

Né&iden pakkausten in vitro -diagnostiset (IVD) laitteet on tarkoitettu kaytettavaksi in

vitro -diagnostiikassa kliinisessa laboratorioymparistossa. Nama IVD-laitteet on tarkoitettu

vain patevan ammattihenkiléston kayttoon. In vitro -diagnostisia Sigma-Aldrich-laitteita saa
kayttaa laboratoriohenkildstd, joka on koulutettu késittelemaan mahdollisesti tartuntavaarallisia
ihmisperdisia naytteita ja kayttamaan mikroskooppeja ja muita laboratoriotarvikkeita ja jolla on
riittdva varinako ja naodntarkkuus varien ja muiden kohteiden erottamiseen mikroskoopilla.

Normaaleja laboratorioreagenssien késittelyyn liittyvié varotoimia tulee noudattaa. Havita jatteet
kaikkien paikallisten, alueellisten ja kansallisten maaraysten mukaisesti.

Menettely

Néaytteenotto

Milldan tunnetulla testimenetelméllad ei voida téysin taata, ettd veri- tai kudosnéaytteet eivat
tartuttaisi infektiota. Siksi kaikkia verijohdannaisia ja kudosnaytteitd on pidettédva
mahdollisesti tartuntavaarallisina.

Verta, luuytimen sivelyvalmisteita, kudoskosketusvalmisteita ja sytosentrifugivalmisteita

voidaan kayttaa seka a-naftyyliasetaattiesteraasin ettéd naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasin
kanssa. Antikoagulanttina kaytetaan joko EDTA:ta tai hepariinia.® Jaadytettyja ja parafiiniin
valettuja kudoksia voidaan kayttéa naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasin kanssa.
a-naftyyliasetaattiesteraasia voidaan kayttaa onnistuneesti jaadytetyilla kudosleikkeilld.'® Veren tai
luuytimen sivelyvalmisteita voidaan sailyttaa kiinnitettyina huoneenlammaossa (18-26 °C) useita
viikkoja tai kiinnittdmé&ttdmina useita paivia ilman huomattavaa muutosta toiminnassa.*® Ala
l&hetd kokoverta méaaritettavaksi toisiin laboratorioihin. Lahetd kiinnitettyja tai kiinnittdmattomia
objektilaseja. Objektilasit on pidettava viileind kuljetuksen aikana. Anna sivelyvalmisteiden kuivua
vahintaan yksi tunti ennen kiinnitysta.

Menetelman rajoitukset

Kuvatut menettelyt suoritetaan 37 °C:ssa. Jos reagenssit eivat ole téssa lampétilassa,
voidaan saada heikkoja tai negatiivisia reaktioita. Lampotilat suositellaan tarkistamaan
tarkalla lampomittarilla. Vesihauteet kontrolloidussa lampétilassa ovat tehokkaampia kuin
lamminilmainkubaattorit, ja niita tulisi kayttda sytokemiallisissa entsyymimenetelmissa
Lammoaonsiirto lasin 1api on nopeampaa kuin muovin l&pi, joten menetelméssa tulisi kayttaa
lasisia Coplin-astioita.

Monet entsyymijarjestelmat ovat herkkia véahaisille pesuainejaamille. Lasiastioiden pesu
laimennetulla valkaisuaineella ja huuhteleminen runsaalla maarallé deionisoitua vetta estaa
pesuaineen vaikutuksen soluentsyymeihin.

Reagenssit-osiossa kuvattu fiksatiivijarjestelma sisaltaa formaldehydia. Jos fiksatiivia ei poisteta
kokonaan voimakkaalla huuhtelulla, kuivumisen aikana objektilaseihin tiivistyneet tai marista
objektilaseista jaéneet aldehydijgamaét voivat inkubointijérjestelméén joutuessaan johtaa
entsyymin inhibitioon, vaikka jaamaét olisivat kuinka vahaisia tahansa. Jotta veren sivelyvalmiste ei
havia huuhteluprosessin aikana, suuntaa vesivirta objektilasin paalle ohennetun reunan ylapuolelta.
Huuhtele objektilasin molemmat puolet.

Tulokset perustuvat jossain méaarin subjektiiviseen tulkintaan. Yksittdisten laboratorioiden on
maadriteltdvé omat normaalialueensa.

Huomautukset

Sigma-pakkausten 390A ja 91C kdyttdjien on noudatettava erityista
varovaisuutta kdyttdessadan TRIZMA®-puskurikonsentraatteja 913 ja 903C,
silla ne eivat ole keskenddn vaihdettavissa. Vaaran puskurin kdytto johtaa
negatiiviseen reaktioon.

Menettely
Kuvatut menettelyt suoritetaan 37 °C:ssa.

Naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasimenetelma

1. Esilammitd substraattikdyttoa varten riittdva maaré deionisoitua vettd 37 °C:seen. Tarkista
lampétila ennen kayttoa.

2. Lis&a juuri ennen kiinnitystd 1 ml natriumnitriittiliuosta 1 ml:aan nopeaa
puna-violetti-LB-pohjaliuosta koeputkessa. Sekoita varovasti kdantelemalla ja anna asettua
kaksi minuuttia. Kaasukuplien aktiivista kehittymista on valtettava.

3. Lisaa vaiheessa 2 valmistettu liuos 40 ml:aan vaiheessa 1 esilammitettya deionisoitua vetta.

Lisdd 5 ml TRIZMAL™ 6.3 -puskurikonsentraattia. (Katso Huomautus-kohta.)

5. Lisaa 1 ml naftoli-AS-D-klooriasetaattiliuosta. Liuoksen pitdisi muuttua punaiseksi. Sekoita
hyvin ja kaada Coplin-astiaan.

6. Anna sitraatti-asetoni-formaldehydi (CAF) -liuoksen tasaantua huoneenlampodn (18-26 °C).
Kiinnita objektilasit upottamalla ne CAF-liuokseen 30 sekunniksi.

7. Huuhtele objektilaseja huolellisesti juoksevalla deionisoidulla vedelld 45-60 sekunnin ajan ja
aseta sitten vaiheessa 5 valmistettuun liuokseen. Ald paasté objektilaseja kuivumaan.

8. Inkuboi 15 minuuttia 37 °C:ssa valolta suojattuna.
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9. Poista objektilasit 15 minuutin kuluttua ja huuhtele huolellisesti deionisoidulla vedelld vahintaan
kahden minuutin ajan.

10. Vastavarjaa kaksi minuuttia hematoksyliiniliuoksessa, Gillin nro 3.

11. Huuhtele vesijohtovedelld ja anna kuivua.

12. Arvioi mikroskooppisesti. Jos peittdminen on tarpeen, kdytd vain vesipohjaista petausainetta.

Huomautukset

e Columbia-astioita kaytettdessa reagenssimaarat on jaettava viidella.
e Jos substraatti (katso vaihe 5) ndyttaa samealta, anna sen tasaantua huoneenlamp6n
(18-26 °C) ja sekoita hyvin.
¢ Jos objektilasit on kiinnitetty etukateen ja varastoitu, ohita kiinnitys (vaiheet 6 ja 7) ja aloita kuivien,
etukateen kiinnitettyjen objektilasien varjdys vaiheesta 8.
a-naftyyliasetaattiesteraasimenetelma

1. Esilammita substraattikdyttoa varten riittdva maara deionisoitua vetta 37 °C:seen. Tarkista
lampétila ennen kayttoa.

2. Lisaa juuri ennen kiinnitystd 1 ml natriumnitriittiliuosta 1 ml:aan nopeaa sini-BB-pohjaliuosta
koeputkessa. Sekoita kdantelemalla ja anna asettua ainakin kaksi minuuttia. Vari muuttuu likaisen
ruskeasta syvéankeltaiseksi. Kaasukuplien aktiivista kehittymistd on véltettava.

3. Lisaa vaiheessa 2 valmistettu liuos 40 ml:aan vaiheessa 1 esilammitettya deionisoitua vetta.

4. Lisaa 5 ml TRIZMAL™ 7.6 -puskurikonsentraattia.

5. Lisda 1 ml a-naftyyliasetaattiliuosta. Liuoksen pitéisi muuttua vihertévaksi. Sekoita hyvin ja kaada
Coplin-astiaan.

6. Anna sitraatti-asetoni-formaldehydi (CAF) -liuoksen tasaantua huoneenldmpo6dn (18-26 °C).
Kiinnita objektilasit upottamalla ne CAF-liuokseen 30 sekunniksi. Ravista voimakkaasti viimeiset
viisi sekuntia.

7. Huuhtele objektilaseja huolellisesti juoksevalla deionisoidulla vedelld 45-60 sekunnin ajan ja aseta
sitten vaiheessa 5 valmistettuun liuokseen. Ala paasta objektilaseja kuivumaan.

8. Inkuboi 30 minuuttia 37 °C:ssa valolta suojattuna.

9. Poista objektilasit 30 minuutin kuluttua ja huuhtele huolellisesti vahintédan kahden minuutin ajan
juoksevalla deionisoidulla vedella.

10. Vastavarjaa kaksi minuuttia hematoksyliiniliuoksessa, Gillin nro 3.

11. Huuhtele vesijohtovedelld ja anna kuivua.

12. Arvioi mikroskooppisesti. Jos peittdminen on tarpeen, kdytd vain vesipohjaista petausainetta.
Huomautukset

e Columbia-astioita kaytettdessa reagenssimaarat on jaettava viidella.
e Jos substraatti (katso vaihe 5) ndyttaa samealta, anna sen tasaantua huoneenlampd6n
(18-26 °C) ja sekoita hyvin.
¢ Jos objektilasit on kiinnitetty etukateen ja varastoitu, ohita kiinnitys (vaiheet 6 ja 7) ja aloita kuivien,
etukateen kiinnitettyjen objektilasien varjdys vaiheesta 8.
Kaksoisvarjaysesteraasimenetelma
1. Suorita a-naftyyliasetaattiesteraasitesti menetelmakuvauksen mukaisesti. Ala vastavarjaa.
2. Huuhtele objektilasia viisi minuuttia deionisoidussa vedessa.
3. Suorita naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasitesti menetelmékuvauksen vaiheiden 1-12 mukaisesti.
Jaté vaihe 6 pois.
Huomautus
Nopea puna-violetti-LB-pohjaliuos voidaan korvata nopealla sini-BB-pohjaliuoksella, jos
naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasille halutaan mieluummin sininen granulaatio.

a-naftyyliasetaattiesteraasi fluoridi-inhibitiomenetelmalla

Vaikka a-naftyyliasetaattiesteraasia esiintyy paaasiassa monosyyttisen linjan soluissa, kun menettely
suoritetaan kuvatulla tavalla, on huomattava, ettd megakaryosyytit ja erytroidiset esiasteet ovat
positiivisia talla entsyymilla.** Lymfosyytit ja jotkut kypsat granulosyytit osoittavat myds satunnaista
positiivisuutta.* Jotta nama solut voidaan erottaa ratkaisevasti monosyyteista, inkubointijarjestelmaan
sisdllytetdaan natriumfluoridia. Monosyyttientsyymi inaktivoituu tdman yhdisteen lasnéollessa.'? Fluoridi-
inhibitiotestin suorittamiseen voidaan kayttda seuraavaa menettelya.

1. Lisda 2 ml natriumnitriittiliuosta 2 ml:aan nopeaa sini-BB-pohjaliuosta. Sekoita varovasti
kaantelemalla. Anna asettua kaksi minuuttia.
2. Merkitse kaksi dekantterilasia A ja B ja lisaa seuraavat aineet:

Dekantterilasi A Dekantterilasi B

Esilammitetty 37-asteinen deionisoitu vesi 40 ml 40 ml
Vaiheessa 1 diatsotoitu nopea sini-BB 2ml 2ml
TRIZMAL™ 7.6 -konsentraatti 5 ml 5 ml
a-naftyyliasetaattiliuos 1ml 1ml
Natriumfluoridiliuos - 1ml

3. Sekoita hyvin ja kaada A- ja B-merkinngilld varustettuihin Coplin-astioihin.
4. Suorita a-naftyyliasetaattiesteraasimenetelman vaiheet 6-12.

Suorituskykyominaisuudet

Pisteytysmenetelma

Skannaa sivelyvalmiste ja valitse ohut alue, jossa on vain vahan erytrosyytteja. Naftoli-
AS-D-klooriasetaattiesteraasin toiminta-alueet nékyvat kirkkaanpunaisena granulaationa,
a-naftyyliasetaattiesteraasin mustana granulaationa. Anna luokitukseksi 0-4+ vastaavien solutyyppien
sytoplasmassa nékyvien yksittdisten varien maarén ja voimakkuuden perusteella. Pisteytysominaisuudet
perustuvat jossain maarin subjektiiviseen tulkintaan. Ehdotettu pisteytystapa esitetdan taulukossa 1.
Johtopaatokset keskittyvat varjaytymisen ja varjaytymattomyyden suhteeseen.

Taulukko 1. Pisteytysominaisuudet

Solun luokitus Vérjayksen Tulkinta
voimakkuus
0+ Ei yhtaan -
1+ Heikko tai kohtalainen +
2+ Kohtalainen tai voimakas +
3+ Voimakas +
4+ Kirkas +

Odotetut havainnot
Naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasi

(Nopea puna-violetti-LB) - Entsyymia pidetaan yleenséa spesifisena granulosyyttisen linjan soluille.
Toiminta-alueilla ndkyy kirkkaanpunaista granulaatiota. Monosyyteissé ja lymfosyyteissa toiminta on
heikkoa tai olematonta.

a-naftyyliasetaattiesteraasi

(Nopea sini-BB) - Entsyymia havaitaan padasiassa monosyyteissa, makrofageissa ja histiosyyteissa,
ja sité ei kdytdnnossa esiinny granulosyyteissd. Monosyyteissé tulisi nékyad mustaa granulaatiota.
Lymfosyyteissé voi joskus ilmetd entsyymitoimintaa.

Kaksoisvarjaysesteraasi

Kaksoisvarjaysmenetelmalla otetut ndytteet osoittavat granulosyytit punaisella granulaatiolla ja
monosyytit mustalla granulaatiolla.

a-naftyyliasetaattiesteraasi fluoridi-inhibitiolla

Kaikki monosyyttisen linjan solut ovat negatiivisia entsyymitoiminnan osalta, lukuun ottamatta
kudosnaytteiden erilaistuneita histiosyytteja tai erikoistuneita makrofageja, jotka voivat myés olla
resistenttejé natriumfluoridille.°

Laadunvalvonta

Reagenssijarjestelmaa on valvottava positiivisten ja negatiivisten kontrolliobjektilasien avulla.
Positiiviset kontrolliobjektilasit voidaan valmistaa spesifeistéd solulinjoista, joiden tiedetdan olevan
positiivisia.

Vaihtoehtoisesti voidaan kayttaa myds antikoaguloitua verta normaaleista naytteista (mieluiten

tavallista suuremmalla monosyyttimaaralld, jos kdytetdan a-naftyyliasetaattiesteraasimenetelmaa).
Silloin varjdys ei kuitenkaan ole yhta voimakas ja positiivisten solujen maara on pienempi.

Tunnetusti negatiivisten potilaiden objektilaseja voidaan kayttda negatiivisena kontrollina. Jos sellaisia
ei ole saatavilla, ndytteen varjdys inkubointiseoksessa ilman substraattia antaa halutut tulokset.
Ensimmaisen vaihtoehdon kayttoé on kuitenkin erittdin suositeltavaa.

Jos havaitut tulokset eroavat odotetuista tuloksista, ota yhteytta Sigma-Aldrichin tekniseen palveluun.

Analyyttiset suorituskykyominaisuudet

Kaikilla kohderakenteilla suoritetuista testeista saadut analyyttiset suorituskykytulokset vahvistavat
100-prosenttisen herkkyyden, spesifisyyden ja toistettavuuden.

Luettelonro Tuotteen kuvaus Kohde Maéritysten
vélinen
spesifisyys herkkyys spesifisyys herkkyys

Naftoli-AS-D- Toiminta-

on klooriasetaattiliuos alueet 33 33 33 33
Nopea puna-violetti- Toiminta-

912 LB-pohjaliuos alueet 3/3 3/3 3/3 3/3

TRIZMAL™ 6.3 " .

913 _konsentraatti Osmolaliteetti 3/3 3/3 3/3 3/3

pH 3/3 3/3 3/3 3/3

914 Natriumnitraattilivos 10Nt 3/3 3/3 3/3 3/3

alueet

. . Toiminta-

915 Sitraattiliuos alueet 3/3 3/3 3/3 3/3
. . Toiminta-

916 a-naftyyliasetaattiliuos alueet 3/3 3/3 3/3 3/3
Nopea sini-BB- Toiminta-

917 pohjaliuos alueet 33 33 3/3 3/3

TRIZMAL™ 7.6 " .

918 _Konsentraatti Osmolaliteetti 3/3 3/3 3/3 3/3

pH 3/3 3/3 3/3 3/3
N PR Toiminta-

919 Natriumnitriittiliuos alueet 3/3 3/3 3/3 3/3

GHS3 Hematoksyliiniliuos, Tumat 3/3 3/3 33 33

Gillin nro 3

Varoitukset ja vaarat
Katso paivitetyt riski-, vaara- ja turvallisuustiedot kayttoturvallisuustiedotteesta ja tuotemerkinnoista.

91A:

®&®o

H226 Syttyva neste ja hoyry.

H290 Voi sydvyttaa metalleja.

H301 Myrkyllista nieltyna.

H312 + H332 Haitallista joutuessaan iholle tai hengitettyna.
H319 Arsyttaa voimakkaasti silmia.

H370 Vahingoittaa elimia (silmat, keskushermosto).

H412 Haitallista vesielidille, pitkaaikaisia haittavaikutuksia.

P210 Suojaa ldmmoltd, kuumilta pinnoilta, kipingiltd, avotulelta ja muilta sytytyslahteiltd.
Tupakointi kielletty.

P273 Valtettava paastamista ymparistoon.
P280 Kéayta suojakasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

P301 + P310 JOS KEMIKAALIA ON NIELTY: Ota valittémasti yhteys
MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/I&&kariin.

P303 + P361 + P353 JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE (tai hiuksiin): Riisu saastunut vaatetus
vdlittdmasti. Huuhdo iho vedella.

P304 + P340 + P312 JOS KEMIKAALIA ON HENGITETTY: Siirra henkil6 raittiiseen ilmaan ja varmista
vaivaton hengitys. Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/Ia&kariin, jos ilmenee pahoinvointia.
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91C:

H290 Voi syovyttaa metalleja.

H302 Haitallista nieltyna.

H315 Arsyttaa ihoa.

H317 Voi aiheuttaa allergisen ihoreaktion.

H318 Voimakkaasti silmié vaurioittavaa.

H335 Saattaa aiheuttaa hengitysteiden arsytysta.

H360FD Saattaa heikentad hedelmallisyyttd. Saattaa vaurioittaa sikiota.

H373 Saattaa vahingoittaa elimid (munuaiset) nieltynd pitkaaikaisessa tai
toistuvassa altistumisessa.

P202 Lue varoitukset huolellisesti ennen kasittelya.
P280 Kayta suojakasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

P301 + P312 JOS KEMIKAALIA ON NIELTY: Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/I&akariin, jos
ilmenee pahoinvointia.

P302 + P352 JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE: Pese runsaalla vedella.

P305 + P351 + P338 JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedelld usean
minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka huuhtomista.

P308 + P313 Altistumisen tapahduttua tai jos epaillaén altistumista: Hakeudu l&&kariin.

Jos taman 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

“ Valmistaja

Katso kayttéohje

Luettelonumero

Erékoodi

Vaatimustenmukaisuusvakuutus
Euroopan unionin maaraysten
mukaisesti (IVDR-asetus 2017/746)

Valtuutettu edustaja Euroopan c €
yhteisdssd / Euroopan unionissa

In vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu

Viimeinen kayttopaiva |aakinnallinen laite

Huomio

Valmistuspaiva Maahantuoja

2
/l’ Lampétilarajoitus A
e ®

Valtuutettu edustaja Sveitsissa
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Sigma-Aldrich.

Gebruiksaanwijzing

Leukocyt a-naftylacetaat (niet-specifieke
esterase) en leukocyt naftol AS-D-chloorace-
taat (specifieke esterase)-kit

Procedurenr. 91

[vo] C€

Beoogd gebruik

Naftol AS-D chlooracetaatesterase en a-naftylacetaatesterase-kits van Sigma-Aldrich zijn
bedoeld als een algemene histologische kleurstof voor laboratoriumgebruik. Nafthol AS-D
chlooracetaatesterase en a-naftylacetaatesterase-reagentia zijn uitsluitend bedoeld voor
professioneel 'in-vitrodiagnostisch gebruik'. Deze handmatige, kwalitatieve histochemische
procedure toont de naftol AS-D chlooracetaatesterase- en a-naftylacetaatesterase-activiteit
aan in leukocyten van humaan bloed, beenmergfilms of 'tissue touch'-preparaten. Histologische
visualisatie van cellulaire leukocytesterases is een unieke techniek die momenteel veel gebruikt
wordt in de geneeskunde.

Cellulaire esterases zijn alomtegenwoordig en lijken een reeks verschillende enzymen

te vertegenwoordigen die op geselecteerde substraten reageren. Onder gedefinieerde
reactieomstandigheden kan het mogelijk zijn om hemopoétische celtypes te bepalen met
behulp van specifieke esterasesubstraten. De beschreven methoden bieden hematologen en
hematopathologen middelen om granulocyten van monocyten te onderscheiden.'”

Om de test uit te voeren, worden bloed, beenmergfilms of 'tissue touch'-preparaten geincubeerd
met naftol AS-D-chlooracetaat (NCAE) of a-naftylacetaat (NAE) in aanwezigheid van vers gevormd
diazoniumzout. Bij enzymatische hydrolyse van esterbindingen komen vrije naftolverbindingen vrij.
Deze koppelen met het diazoniumzout en vormen sterk gekleurde afzettingen op de plaatsen waar
het enzym actief is.

De meest recente procedures, waaronder die van Sigma-Aldrich, maken gebruik van stabiele
diazoniumzouten. Deze worden gevormd door een arylamine te laten reageren met natriumnitriet
in een zuur medium.® Het resulterende diazoniumchloride (meestal instabiel) kan vervolgens
worden behandeld met verbindingen zoals zinkchloride, zinksulfaat of naftaleen-1,6-disulfonaat,
waarbij stabiele zouten worden gevormd. Deze stabilisatoren kunnen een duidelijke remming
uitoefenen op sommige enzymatische systemen, terwijl de diazoniumchloriden minder remmend
werken.® Om deze reden levert Sigma-Aldrich nu stabiele oplossingen voor Fast Red Violet LB-
base, Fast Blue BB-base en natriumnitriet voor esterasecytochemie. Om deze methoden verder
te vereenvoudigen zijn stabiele oplossingen van naftol AS-D chlooracetaat en a-naftylacetaat
opgenomen. De beschikbaarheid van deze stabiele oplossingen stelt de klant in staat om de
volumes van werkreagentia aan te passen aan de behoefte, waardoor verspilling wordt voorkomen.

Reagentia

Naftol AS-D chlooracetaat-oplossing (cat. nr. 911-10ML)

Naftol AS-D chlooracetaat, 8 mg/mL, en stabilisator. Waarschuwing. Veroorzaakt oogirritatie.
BIJ CONTACT MET DE OGEN: Spoel zachtjes af met water gedurende enkele minuten.
Contactlenzen verwijderen, indien aanwezig en gemakkelijk te doen. Blijven spoelen.

Fast Red Violet LB-base-oplossing (cat. nr. 912-10ML)

Fast red violet LB-base, 15 mg/mL, in 0,4 mol/L zoutzuur, met stabilisator. Gevaar. Veroorzaakt
ernstige brandwonden en oogletsels. Draag beschermende handschoenen/oogbescherming/
gezichtsbescherming.

TRIZMAL™ 6.3-concentraat (cat. nr. 913-50ML)

TRIZMA®-maleaat, 1 mol/L, met oppervlakteactieve stof. pH 6,3 £ 0,15 bij 25 °C. Gevaar.
Veroorzaakt huidirritatie. Kan een allergische huidreactie veroorzaken. Veroorzaakt ernstig
oogletsel. Draag beschermende handschoenen/oogbescherming/gezichtsbescherming.

Natriumnitrietoplossing (cat. nr. 914-10ML)
Natriumnitriet, 0,1 mol/L

Citraatoplossing (cat. nr. 915-50ML)
Citroenzuur, 18 mmol/L, natriumcitraat, 9 mmol/L, natriumchloride, 12 mmol/L,
en oppervlakteactieve stof, pH 3,6 = 0,1 bij 25 °C

a-naftylacetaat-oplossing (cat. nr. 916-10ML)

a-naftylacetaat, 12,5 mg/mL, in methanoloplossing met stabilisatoren. Gevaar. Ontvlambare vloeistof
en damp. Giftig bij inslikken. Schadelijk bij contact met de huid of bij inademing. Veroorzaakt een
milde huidirritatie. Veroorzaakt ernstige oogirritatie. Veroorzaakt schade aan organen.

Fast Blue BB-base-oplossing (cat. nr. 917-10ML)

Fast Blue BB-base, 15 mg/mL, C.I. 37175, in 0,4 mol/L zoutzuur met stabilisatoren. Waarschuwing.
Schadelijk bij inslikken. Veroorzaakt een milde huidirritatie. Veroorzaakt ernstige oogirritatie.

BIJ CONTACT MET DE OGEN: Spoel zachtjes af met water gedurende enkele minuten.
Contactlenzen verwijderen, indien aanwezig en gemakkelijk te doen.

TRIZMAL™ 7.6-bufferconcentraat (cat. nr. 918-50ML)

TRIZMA®-maleaat, 1 mol/L, met oppervlakteactieve stof. pH 7,6 + 0,15 bij 25 °C. Gevaar.
Veroorzaakt huidirritatie. Veroorzaakt ernstig oogletsel. Kan bij inademing allergie- of
astmasymptomen of ademhalingsmoeilijkheden veroorzaken. Kan irritatie van de luchtwegen
veroorzaken. Schadelijk voor in het water levende organismen.

Hematoxyline-oplossing, Gill nr. 3 (cat. nr. GHS3-50ML)

Gecertificeerd hematoxyline, 6,0 g/L, C.I. 75290, natriumjodaat, 0,6 g/L en aluminiumsulfaat,
52,8 g/L en stabilisatoren. Gevaar. Schadelijk bij inslikken. Veroorzaakt ernstig oogletsel. Draag
beschermende handschoenen/oogbescherming/gezichtsbescherming.

Natriumfluorideoplossing (cat. nr. 919-25ML)
Natriumfluoride, 20 g/L. Waarschuwing. Schadelijk bij inslikken. Veroorzaakt een milde huidirritatie.

Vereiste, maar niet meegeleverde speciale materialen

e Aceton, ACS-reagens

e Formaldehyde, 37%, ACS

e Natriumfluorideoplossing, cat. Nr. 919-25ML (vereist voor a-naftylacetaatesterase met
fluorideremming-procedure).

Opslag en stabiliteit

Bewaar hematoxyline-oplossing, Gill nr. 3 bij kamertemperatuur (18-26 °C), afgeschermd van licht.
Bewaar overige reagentia in de koelkast (2-8 °C).

TRIZMAL™ 6.3-bufferconcentraat, TRIZMAL™ 7.6-bufferconcentraat en citraat-oplossing zijn
geschikt voor gebruik in afwezigheid van microbiéle groei. Overige reagentia zijn stabiel tot de
vervaldatum op de etiketten.

Verslechtering

Gooi TRIZMAL™-concentraat en citraatoplossing weg als er sprake van microbiéle groei is. Gooi
hematoxyline-oplossing Gill nr. 3 weg als de oplossing bruin wordt (overgeoxideerd door lucht) of
paars (zuurgraadverlies).

Voorbereiding

Voor gebruik alle reagentia opwarmen tot kamertemperatuur (18-26 °C). Esterasereagentia worden
gebruiksklaar geleverd.

Citraat-aceton-formaldehyde-fixatief: Voeg aan 25 mL citraatoplossing 65 mL aceton en 8 mL
37%-formaldehyde toe. Doe dit in een glazen fles en sluit goed af. Bewaar in de koelkast

(2-8 °C). Breng voor gebruik op kamertemperatuur (18-26 °C). Stabiel gedurende 4 weken, mits
goed afgesloten bewaard in de koelkast.

Voorzorgsmaatregelen

De IVD's in deze kits 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.

Bloed, beenmergfilms, 'tissue touch'-preparaten en cytocentrifugepreparaten kunnen worden
gebruikt met zowel a-naftylacetaatesterase als naftol AS-D-chlooracetaatesterase. EDTA of heparine
dienen als antistollingsmiddel.® Ingevroren en in paraffine ingebedde weefsels kunnen met naftol
AS-D-chlooracetaatesterase worden gebruikt. a-naftylacetaatesterase kan met succes op bevroren
weefselcoupes worden gebruikt.'® Bloed of beenmergfilms kunnen gefixeerd bij kamertemperatuur
(18-26 °C) gedurende enkele weken of niet-gefixeerd gedurende enkele dagen worden bewaard
zonder merkbare verandering in activiteit.*® Verstuur geen volbloed voor analyse naar andere
laboratoria. Verstuur gefixeerde of niet-gefixeerde glaasjes. De glaasjes moeten koel worden
bewaard tijdens transport. Laat de films ten minste 1 uur drogen voor fixatie.

Beperkingen van de procedure

De beschreven procedures worden uitgevoerd bij 37 °C. Als de reagentia niet op deze temperatuur
zijn, kunnen er zwakke of negatieve reacties optreden. Het wordt aanbevolen om de temperatuur
te controleren met een nauwkeurige thermometer. Waterbaden met gecontroleerde temperatuur
zijn efficiénter dan incubators met warme lucht en moeten gebruikt worden voor cytochemische
enzymmethoden. Warmteoverdracht door glas is sneller dan door plastic, dus moeten glazen
Coplin-potten worden gebruikt.

Veel enzymsystemen zijn gevoelig voor minieme sporen van detergens. Het wassen van glaswerk
met verdund bleekmiddel gevolgd door spoelen met overmatige hoeveelheden gede-ioniseerd water
voorkomt het detergenseffect op cellulaire enzymen.

Het fixeersysteem dat wordt beschreven in de paragraaf 'Reagentia’ bevat formaldehyde. Als
het fixatief niet volledig wordt verwijderd door krachtig spoelen, kan elke hoeveelheid aldehyde,
geconcentreerd op aan de lucht gedroogde objectglaasjes of sporen van natte objectglaasjes,
die aan het incubatiesysteem wordt toegevoegd, leiden tot remming van het enzym. Richt de
waterstraal op het glaasje boven de veerrand om verlies van bloedfilm tijdens het spoelen te
voorkomen. Spoel beide zijden van het glaasje.

Resultaten zijn gebaseerd op een zekere mate van subjectieve interpretatie. Individuele laboratoria
moeten hun eigen normale waarden vaststellen.

Opmerkingen

Gebruikers van Sigma-kits 390A en 91C moeten voorzichtig zijn bij het gebruik
van TRIZMA®-bufferconcentraten catalogusnrs. 913 en 903C, aangezien deze
niet onderling verwisselbaar zijn. Gebruik van de verkeerde buffer resulteert in
een negatieve reactie.

Procedure
De beschreven procedures worden uitgevoerd bij 37 °C.

Naftol AS-D chlooracetaatesteraseprocedure

1. Verwarm voldoende gede-ioniseerd water voor substraatgebruik voor tot 37 °C. Controleer de
temperatuur voor gebruik.

2. Voeg onmiddellijk voér de fixatie 1 mL natriumnitriet-oplossing toe aan 1 mL Fast Red Violet
LB-base-oplossing in een reageerbuis. Meng voorzichtig door omkeren en laat 2 minuten
staan. Actieve ontwikkeling van gasbellen moet worden vermeden.

3. Voeg de in stap 2 bereide oplossing toe aan 40 mL voorverwarmd gede-ioniseerde water
uit stap 1.

4. Voeg 5 mL TRIZMAL™ 6.3-bufferconcentraat toe. (Zie 'Opmerking')

5. Voeg 1 mL naftol AS-D chlooracetaat-oplossing toe. De oplossing moet rood worden. Meng
goed en giet in een Coplin-pot.

6. Breng de citraat-aceton-formaldehyde (CAF)-oplossing op kamertemperatuur (18-26 °C).
Fixeer de objectglaasjes door ze 30 seconden onder te dompelen in CAF-oplossing.

7. Spoel de objectglaasjes grondig gedurende 45-60 seconden onder stromend gede-ioniseerd
water en plaats ze vervolgens in de oplossing uit stap 5. Laat de objectglaasjes niet drogen.
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8. Incubeer 15 minuten bij 37 °C, afgeschermd van licht.
9. Verwijder de objectglaasjes na 15 minuten en spoel ze grondig af met gede-ioniseerd water
gedurende ten minste 2 minuten.
10. Pas gedurende 2 minuten tegenkleuring toe in hematoxyline-oplossing, Gill nr. 3.
11. Spoel af met kraanwater en laat ze aan de lucht drogen.
12. Evalueer microscopisch. Als coverslippen nodig is, gebruik dan alleen een waterig inbedmiddel.
Opmerkingen
e Deel voor gebruik met Columbia-potjes de reagensvolumes door 5.
e Als het substraat (zie stap 5) troebel lijkt, breng het dan op kamertemperatuur (18-26 °C) en
meng goed.
* Als de objectglaasjes vooraf gefixeerd en bewaard zijn, sla dan het fixeren (stap 6 en 7) over en
begin met het kleuren van droge, vooraf gefixeerde objectglaasjes bij stap 8.
a-naftyl acetaatesterase-procedure
1. Verwarm voldoende gede-ioniseerd water voor substraatgebruik voor tot 37 °C. Controleer de
temperatuur voor gebruik.
2. Voeg onmiddellijk voér de fixatie 1 mL natriumnitriet-oplossing toe aan 1 mL Fast Blue BB base-
oplossing in een reageerbuis. Meng voorzichtig door omkeren en laat ten minste 2 minuten staan.
De kleur verandert van vuilbruin naar diepgeel. Actieve ontwikkeling van gasbellen moet worden
vermeden.

3. Voeg de in stap 2 bereide oplossing toe aan 40 mL voorverwarmd gede-ioniseerde water uit stap 1.

»

Voeg 5 mL TRIZMAL™ 7.6-bufferconcentraat toe.
5. Voeg 1 mL a-naftylacetaat-oplossing toe. De oplossing moet groenig worden. Meng goed en giet in
een Coplin-pot.
6. Breng de citraat-aceton-formaldehyde (CAF)-oplossing op kamertemperatuur (18-26 °C).
Fixeer de objectglaasjes door ze 30 seconden onder te dompelen in CAF-oplossing. Beweeg de
objectglaasjes krachtig gedurende de laatste 5 seconden.
7. Spoel de objectglaasjes grondig gedurende 45-60 seconden onder stromend gede-ioniseerd water
en plaats ze vervolgens in de oplossing uit stap 5. Laat de objectglaasjes niet drogen.
8. Incubeer 30 minuten bij 37 °C, afgeschermd van licht.
9. Verwijder de objectglaasjes na 30 minuten en spoel ze grondig af onder stromend gede-ioniseerd
water gedurende ten minste 2 minuten.
10. Pas gedurende 2 minuten tegenkleuring toe in hematoxyline-oplossing, Gill nr. 3.
11. Spoel af met kraanwater en laat ze aan de lucht drogen.
12. Evalueer microscopisch. Als coverslippen nodig is, gebruik dan alleen een waterig inbedmiddel.
Opmerkingen
e Deel voor gebruik met Columbia-potjes de reagensvolumes door 5.
e Als het substraat (zie stap 5) troebel lijkt, breng het dan op kamertemperatuur (18-26 °C) en
meng goed.
* Als de objectglaasjes vooraf gefixeerd en bewaard zijn, sla dan het fixeren (stap 6 en 7) over en
begin met het kleuren van droge, vooraf gefixeerde objectglaasjes bij stap 8.
Dubbele kleuring esteraseprocedure
1. Voer de a-naftylacetaatesterase-test uit zoals beschreven in Procedure. Niet tegenkleuren.
2. Spoel de glaasjes 5 minuten met gede-ioniseerd water.
3. Voer de naftol AS-D chlooracetaatesterase-test uit zoals beschreven in Procedure,
stappen 1-12. Sla stap 6 over.
Opmerking
Fast Blue BB base-oplossing kan worden vervangen door Fast Red Violet LB base-oplossing als blauwe
granulatie de voorkeur heeft voor naftol AS-D chlooracetaatesterase.

a-naftylacetaatesterase met fluorideremming-procedure

Hoewel a-naftylacetaatesterase voornamelijk wordt aangetroffen in cellen van monocytaire afstamming
wanneer het wordt uitgevoerd zoals beschreven, moet bekend zijn dat megakaryocyten en erythroide
precursors positief zijn voor dit enzym.** Lymfocyten en sommige rijpe granulocyten vertonen ook
incidentele positiviteit.* Om deze cellen onomstotelijk van monocyten te onderscheiden, wordt
natriumfluoride in het incubatiesysteem opgenomen. Het monocytenenzym wordt gedeactiveerd

in de aanwezigheid van deze verbinding.!? De volgende procedure kan worden gebruikt om de
fluorideremmingstest uit te voeren.

1. Voeg aan 2 mL Fast Blue BB base-oplossing 2 mL natriumnitriet-oplossing toe. Meng door
voorzichtig omkeren. Laat 2 minuten staan.
2. Label 2 bekerglazen A en B en voeg het volgende toe:

Bekerglas A Bekerglas B
Voorverwarmd tot 37 °C gede-ioniseerd water 40 mL 40 mL
Gediazotiseerde Fast Blue BB van stap 1 2mL 2mL
TRIZMAL™ 7.6-concentraat 5mL 5mL
a-naftylacetaat-oplossing 1mL 1mL
Natriumfluoride-oplossing - 1mL

3. Meng goed en giet in Coplin-potten, gelabeld A en B.
4. Ga verder zoals beschreven in stappen 6-12 van de a-naftylacetaatesterase-procedure.

Prestatiekenmerken

Scoremethode

Scan de film en selecteer een dun gebied met weinig erytrocyten. Locaties met naftol AS-D
chlooracetaatesterase-activiteit verschijnen als helderrode granulatie, a-naftylacetaatesterase als
zwarte granulatie. Geef een score 0 tot 4+ op basis van de hoeveelheid en intensiteit van de individuele
kleurstoffen in het cytoplasma van de betreffende cellen. Kenmerken van scores zijn gebaseerd op
enigszins subjectieve interpretatie. Tabel 1 geeft een suggestie voor een scoreindeling. Conclusies zijn
gebaseerd op de relatieve aan- of afwezigheid van kleuring.

Tabel 1. Kenmerken van scoren

Celscore Kleuringsintensiteit Interpretatie
0+ Geen -
1+ Vaag tot matig +
2+ Matig tot sterk +
3+ Sterk +
4+ Schitterend +

Verwachte waarnemingen

Naftol AS-D chlooracetaatesterase

(Fast Red Violet LB) - Dit enzym wordt meestal beschouwd als specifiek voor cellen van granulocytaire
afstamming. Locaties van activiteit vertonen helderrode granulatie. De activiteit is zwak of afwezig in
monocyten en lymfocyten.

a-naftylacetaatesterase

(Fast Blue BB) - Dit enzym wordt voornamelijk gedetecteerd in monocyten, macrofagen en histiocyten
en is vrijwel afwezig in granulocyten. Monocyten moeten zwarte granulatie vertonen. Lymfocyten
kunnen een enkele keer enzymactiviteit vertonen.

Dubbele kleuring esterase

Monsters die volgens de dubbele-kleuringsprocedure zijn gekleurd, tonen granulocyten met rode
granulatie en monocyten met zwarte granulatie.

a-naftylacetaatesterase met fluorideremming

Alle cellen van monocytaire afstamming zullen negatief zijn voor enzymactiviteit, met uitzondering van
gedifferentieerde histiocyten of gespecialiseerde macrofagen in weefsel die ook resistent kunnen zijn
tegen natriumfluoride.t®

Kwaliteitscontrole

Het reagenssysteem moet gecontroleerd worden met behulp van positieve- en negatieve-
controleglaasjes.

Positieve-controleglaasjes kunnen worden geprepareerd van specifieke cellijnen waarvan bekend is dat
ze positief zijn.

Als alternatief kan ook geanticoaguleerd bloed van normale monsters (bij voorkeur met een verhoogd
aantal monocyten bij gebruik van de a-naftylacetaatesterase-procedure) worden gebruikt; deze zullen
echter een minder intense kleuring geven en minder positieve cellen hebben.

Bekende negatieve patiéntglaasjes kunnen als negatieve controle worden gebruikt. Als deze niet
beschikbaar zijn, zal het kleuren van een monster in een incubatiemengsel zonder substraat de
gewenste resultaten geven. Het gebruik van de eerste optie wordt echter sterk aanbevolen.

Als de waargenomen resultaten afwijken van de verwachte resultaten, neem dan contact op met de
technische dienst van Sigma-Aldrich voor assistentie.

Analytische prestatiekenmerken

De resultaten van de analytische prestaties voor de gegeven tests, uitgevoerd op alle doelstructuren,
bevestigen 100% gevoeligheid, specificiteit en herhaalbaarheid.

Cat. Productbe- Doel Intra-assay Inter-assay Inter-assay
nr. schrijving iteit gevoeligheid specificiteit gevoeligheid
Naftol AS-D .
911 chlooracetaat- Locatlgs van 3van3 3van3 3van3 3van3
- activiteit
oplossing
Fast Red Violet .
Locaties van
912 LB bas_e— activiteit 3van3 3van3 3van3 3van3
oplossing
TRIZMAL™ .
913 ¢ 3 concentragt OSmolaliteit 3van3 3van 3 3van3 3van 3
pH 3van3 3van3 3van3 3van3
Natriumnitraat- Locaties van
914 oplossing activiteit 3van3 3van3 3van3 3van3
915  Citraatoplossing Locat_le's van 3van3 3van3 3van3 3van3
activiteit
a-naftylacetaat- Locaties van
916 oplossing activiteit 3van3 3van 3 3van3 3van 3
Fast Blue BB Locaties van
917 base-oplossing activiteit 3van3 3van3 3van3 3van3
TRIZMAL™ o
918 6 concentraat Osmolaliteit 3van3 3van 3 3van3 3van 3
pH 3van3 3van3 3van3 3van3
Natriumfluoride- Locaties van
919 oplossing activiteit 3van3 3van 3 3van3 3van 3
Hematoxyline-
GHS3  oplossing, Gill Kernen 3van3 3van3 3van3 3van3
nr. 3

Waarschuwingen en gevaren

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad en de etikettering van het product voor bijgewerkte informatie
over risico's, gevaren of veiligheid.

91A:

SO

H226 Ontvlambare vloeistof en damp.

H290 Kan bijtend zijn voor metalen.

H301 Giftig bij inslikken.

H312 + H332 Schadelijk bij contact met de huid of bij inademing.

H319 Veroorzaakt ernstige oogirritatie.

H370 Kan schade aan organen veroorzaken (ogen, centraal zenuwstelsel).
H412 Giftig voor in het water levende organismen, met langdurige gevolgen.

P210 Verwijderd houden van warmte, hete oppervlakken, vonken, open vuur en andere
ontstekingsbronnen. Verboden te roken.

P273 Voorkom lozing in het milieu.

P280 Draag beschermende handschoenen/beschermende kleding/oogbescherming/
gezichtsbescherming.

P301 + P310 NA INSLIKKEN: Bel onmiddellijk een ANTIGIFCENTRUM of een arts.

P303 + P361 + P353 BIJ CONTACT MET DE HUID (of het haar): Trek onmiddellijk alle verontreinigde
kleding uit. Spoel de huid af met water.

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.
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91C:

H290 Kan bijtend zijn voor metalen.

H302 Schadelijk bij inslikken.

H315 Veroorzaakt huidirritatie.

H317 Kan een allergische huidreactie veroorzaken.

H318 Veroorzaakt ernstig oogletsel.

H335 Kan irritatie van de luchtwegen veroorzaken.

H360FD Kan de vruchtbaarheid schaden. Kan het ongeboren kind schaden.

H373 Kan bij inslikken schade aan organen (nieren) veroorzaken bij langdurige of herhaalde
blootstelling.

P202 Pas gebruiken nadat u alle veiligheidsvoorschriften gelezen en begrepen heeft.

P280 Draag beschermende handschoenen/beschermende kleding/oogbescherming/
gezichtsbescherming.

P301 + P312 NA INSLIKKEN: Bel een ANTIGIFCENTRUM/arts als u zich onwel voelt.
P302 + P352 INDIEN OP DE HUID: Was met veel water.

P305 + P351 + P338 BIJ CONTACT MET DE OGEN: Spoel zachtjes af met water gedurende enkele
minuten. Contactlenzen verwijderen, indien aanwezig en gemakkelijk te doen. Blijven spoelen.

P308 + P313 BIJ blootstelling of ongerustheid: Vraag medisch advies/medische hulp.

Als zich tijdens het gebruik van dit apparaat of als gevolg van het gebruik ervan
een ernstig incident heeft voorgedaan, meld dit dan aan de fabrikant en/of zijn
gemachtigde vertegenwoordiger en aan uw nationale autoriteit.

Symbooldefinities
Symbolen zoals gedefinieerd in EN ISO 15223-1:2021

Fabrikant Catalogusnummer

Raadpleeg de gebruiksaanwijzing Batchcode

Gemachtigd vertegenwoordiger in
de Europese Gemeenschap/
Europese Unie

Conformiteitsverklaring van de
Europese Unie (gedefinieerd in
IVDR 2017/746)

q3
A
®

Medisch hulpmiddel voor

Uiterste gebruiksdatum in-vitrodiagnostiek

Temperatuurlimiet Let op

Productiedatum

Geeft de bevoegde vertegenwoordiger
in Zwitserland aan

HS E@E
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Contactgegevens

Om een bestelling te plaatsen, bezoek onze website op SigmaAldrich.com. Ga voor technische service naar
de technische servicepagina op onze website: SigmaAldrich.com/techservice.

Herzieningsgeschiedenis

Herz. 4.0 2014
Herz. 5.0 2016
Herz. 6.0 2023

Overgezet naar nieuwe sjabloon met huidige huisstijl. Gespecificeerd voor professioneel
gebruik in bedoeld gebruik en voorzorgsmaatregelen. Hulp bij diagnosticering
verplaatst naar beoogd gebruik. 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 voorvallen toegevoegd. Bijgewerkte
literatuurreferenties. Een tabel met de herzieningsgeschiedenis toegevoegd.
Waarschuwingen en gevaren toegevoegd. CH-REP informatie toegevoegd.
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Navodila za uporabo

Komplet za levkocitni a-naftil acetat
(nespecificna esteraza) in levkocitni naftol
AS-D kloroacetat (specificna esteraza)

MILIPORR
SiGhMa

Postopek st. 91

[vo] C€

Predvidena uporaba

Kompleta naftol AS-D kloroacetat esteraza Sigma-Aldrich in a-naftil acetat esteraza sta namenjena
splosni laboratorijski uporabi za histolosko barvanje. Reagenti za naftol AS-D kloroacetat esterazo
in a-naftil acetat esterazo so namenjeni samo za profesionalno »diagnosti¢no uporabo in vitro«.

Ta roc¢ni, kvalitativni, histokemi¢ni postopek dokazuje aktivnost naftol AS-D kloroacetat esteraze

in a-naftil acetat esteraze v levkocitih ¢loveske krvi, filmih kostnega mozga ali tipalnih preparatih
tkiva. Histoloska vizualizacija levkocitnih celi¢nih esteraz je edinstvena tehnika, ki se trenutno
pogosto uporablja v medicini.

Celi¢ne esteraze so vseprisotne in ocitno predstavljajo vrsto razliénih encimov, ki delujejo na
izbrane substrate. Pod dolo¢enimi reakcijskimi pogoji je mogoce dolociti vrste hemopoetskih
celic z uporabo specifi¢nih esteraznih substratov. Opisane metode omogocajo hematologom in
hematopatologom razlikovanje med granulociti in monociti.*”

Za izvedbo testa se pripravki krvi, filma kostnega mozga ali tipalni preparati tkiva inkubirajo

z naftol AS-D kloroacetatom (NCAE) ali a-naftil acetatom (NAE) v prisotnosti sveze oblikovane
diazonijeve soli. Pri encimski hidrolizi estrskih vezi se spros¢ajo proste naftolne spojine. Te se
povezejo z diazonijevo soljo in tvorijo mo¢no obarvane usedline na mestih encimske aktivnosti.

Najnovejsi postopki, vklju¢no s tistimi, ki jih ponuja Sigma-Aldrich, uporabljajo stabilne diazonijeve
soli. Te nastanejo z reakcijo arilamina z natrijevim nitritom v kislem mediju.® Nastali diazonijev
klorid (obi¢ajno nestabilen) se lahko nato obdela s spojinami, kot so cinkov klorid, cinkov sulfat

ali naftalen-1-6-disulfonat, pri cemer nastanejo stabilne soli. Ti stabilizatorji lahko izrazito zavirajo
nekatere encimske sisteme, medtem ko diazonijevi kloridi zavirajo v manjsi meri.® Zato Sigma-
Aldrich zdaj ponuja stabilne raztopine za Fast Red Violet LB Base, Fast Blue BB in natrijev nitrit za
esterazno citokemijo. Za dodatno poenostavitev teh metod so vkljucene stabilne raztopine naftola
AS-D kloroacetata in a-naftil acetata. Razpolozljivost teh stabilnih raztopin stranki omogoca, da
prilagodi koli¢ino delovnega reagenta glede na potrebe, kar odpravlja odpadke.

Reagenti

Raztopina naftol AS-D kloroacetata (kat. st. 911-10ML)

Naftol AS-D kloroacetat, 8 mg/ml, in stabilizator. Opozorilo. Povzro¢a drazenje oéi. PRI STIKU
Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj minut. Odstranite kontaktne le¢e, ¢e jih imate in &e to
lahko storite brez tezav. Nadaljujte z izpiranjem.

Osnovna raztopina Fast Red Violet LB Base (kat. $t. 912-10ML)

Osnovna raztopina Fast red violet LB Base, 15 mg/ml, v 0,4 mol/| klorovodikove kisline
s stabilizatorjem. Nevarno. Povzroca hude opekline koZe in poskodbe oci. Nositi zasc¢itne
rokavice/zaséito za oci/zascito za obraz.

Koncentrat TRIZMAL™ 6.3 (kat. §t. 913-50ML)

TRIZMA® maleat, 1 mol/l, s tenzidom. pH 6,3 + 0,15 pri 25 °C. Nevarno. Povzroca drazenje koZze.
Lahko povzroci alergijski odziv koZe. Povzroc¢a hude poskodbe oci. Nositi zas¢itne rokavice/zascito
za odi/zastito za obraz.

Raztopina natrijevega nitrita (kat. st. 914-10ML)
Natrijev nitrit, 0,1 mol/|

Raztopina citrata (kat. st. 915-50ML)
Citronska kislina, 18 mmol/I, natrijev citrat, 9 mmol/I, natrijev klorid, 12 mmol/I, s tenzidom.
pH 3,6 £ 0,1 pri 25 °C

Raztopina a-naftil acetata (kat. st. 916-10ML)

a-naftil acetat, 12,5 mg/ml, v raztopini metanola s stabilizatorji. Nevarno. Vnetljiva tekoCina in
hlapi. Strupeno pri zauZitju. Zdravju Skodljivo v stiku s koZo ali pri vdihavanju. Povzroca blago
drazenje koze. Povzrota hudo drazenje oéi. Skoduje organom.

Osnovna raztopina Fast Blue BB (kat. st. 917-10ML)

Osnovna raztopina Fast blue BB Base, 15 mg/ml, C.I. 37175 v 0,4 mol/| klorovodikove kisline s
stabilizatorji. Opozorilo. Zdravju Skodljivo pri zauZitju. Povzroca blago drazenje koze. Povzro¢a hudo
drazenje oci. PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj minut. Odstranite kontaktne lece,
Ce jih imate in Ce to lahko storite brez tezav.

Koncentrat TRIZMAL™ 7.6 (kat. St. 918-50ML)

TRIZMA® maleat, 1 mol/l, s tenzidom. pH 7,6 + 0,15 pri 25 °C. Nevarno. Povzroca drazenje koZze.
Povzroca hude poskodbe oéi. Lahko povzro¢i simptome alergije ali astme ali teZzave z dihanjem pri
vdihavanju. Lahko povzroci drazenje dihalnih poti. ékodljivo za vodne organizme.

Hematoksilinska raztopina Gill st. 3 (kat. st. GHS3-50ML)

Certificirani hematoksilin, 6,0 g/I, C.I. 75290, natrijev jodat, 0,6 g/I, in aluminijev sulfat, 52,8 g/I,
s stabilizatorji. Nevarno. Zdravju Skodljivo pri zauZitju. Povzroc¢a hude poskodbe oci. Nositi zaséitne
rokavice/zas¢ito za oci/zascito za obraz.

Raztopina natrijevega fluorida (kat. st. 919-25ML)
Natrijev fluorid, 20 g/I. Opozorilo. Zdravju Skodljivo pri zauzitju. PovzroCa blago drazenje koze.

Posebni materiali, ki so potrebni, vendar niso priloZeni

e Aceton, reagent ACS

e Formaldehid, 37 %, ACS

« Raztopina natrijevega fluorida, kat. St. 919-25ML (potrebna za postopek inhibicije a-naftil acetat
esteraze s fluoridom).

Shranjevanje in stabilnost

Hematoksilinsko raztopino Gill $t. 3 hranite pri sobni temperaturi (18-26 °C), zasciteno pred
svetlobo. Druge reagente hranite v hladilniku (2-8 °C).

Koncentrat TRIZMAL™ 6.3, koncentrat TRIZMAL™ 7.6 in citratna raztopina so primerni za uporabo v
odsotnosti mikrobne rasti. Drugi reagenti so stabilni do izteka roka uporabnosti, ki je naveden
na oznakah.

Poslabsanje kakovosti

Koncentrat TRIZMAL™ in citratno raztopino zavrzite, ¢e je vidna mikrobna rast. Ce raztopina
postane rjava (prevec oksidirana zaradi zraka) ali vijoli¢na (izguba kislosti), raztopino hematoksilina
Gill st. 3 zavrzite.

Priprava

Pred uporabo vse reagente segrejte na sobno temperaturo (18-26 °C). Esterazni reagenti so ob
dobavi pripravljeni za uporabo.

Citratno-acetonsko-formaldehidni fiksativ: 25 ml citratne raztopine dodajte 65 ml acetona in 8 ml
37-odstotnega formaldehida. Prelijte v steklenico in jo trdno zaprite. Hranite v hladilniku (2-8 °C).
Pred uporabo segrejte na sobno temperaturo (18-26 °C). Obstojnost do 4 tedne, Ce je hranjeno
trdno zaprto v hladilniku.

Previdnostni ukrepi

Izdelki IVD, ki so vkljuceni v te komplete, so namenjeni za diagnosti¢no uporabo in vitro v
kliniénem 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.

Kri, filme kostnega mozga, tipalne preparate tkiva in preparate iz citocentrifug se lahko uporablja
tako z a-naftil acetat esterazo kot z naftol AS-D kloroacetat esterazo. EDTA ali heparin bosta sluzila
kot antikoagulant.® Zamrznjena in v parafin vklopljena tkiva se lahko uporabljajo z naftol AS-D
kloroacetat esterazo. a-naftil acetat esteraza se lahko uspesno uporablja na zamrznjenih tkivnih
rezinah.® Filmi krvi ali kostnega mozga se lahko hranijo fiksirani pri sobni temperaturi (18-26 °C)
vel tednov ali nefiksirani ve¢ dni brez opazne spremembe aktivnosti.*® Polne krvi ne posiljajte

za analizo v druge laboratorije. Posljite fiksirana ali nefiksirana stekelca. Stekelca je treba med
prevozom hraniti na hladnem. Pred fiksacijo pustite filme, da se susijo vsaj 1 uro.

Omejitve postopka

Opisani postopki se izvajajo pri 37 °C. Ce reagenti niso segreti na to temperaturo, lahko pride do
Sibkih ali negativnih reakcij. Priporocljivo je, da temperaturo preverite z natan¢nim termometrom.
Vodne kopeli z nadzorovano temperaturo so ucinkovitej$e od inkubatorjev s toplim zrakom in jih je
treba uporabljati za encimske citokemi¢ne metode. Prenos toplote skozi steklo je hitrejsi kot skozi
plastiko, zato je treba uporabljati steklene kozarce Coplin.

Stevilni encimski sistemi so ob&utljivi na majhne sledi detergenta. Umivanje steklene posode
z razredCenim belilom, ki mu sledi izpiranje v velikih koli¢inah deionizirane vode, bo preprecilo
ucinek detergenta na celi¢ne encime.

Sistem za fiksiranje, opisan v razdelku »Reagenti«, vsebuje formaldehid. Ce fiksativ ni popolnoma
odstranjen z mo¢nim izpiranjem, lahko vsaka koli¢ina aldehida, bodisi koncentrirana na zra¢no
posusenih stekelcih bodisi v sledovih na mokrih stekelcih, dodana v inkubacijski sistem, povzroci
inhibicijo encima. Usmerite tok vode na stekelce nad robom, pridobljenim s tehniko klinastega potiska.
Tako boste preprecili izgubo krvnega filma med postopkom izpiranja. Izperite obe strani stekelca.

Rezultati temeljijo na doloceni stopnji subjektivne razlage. Posamezni laboratoriji morajo dolociti
lastna normalna obmodja.

Opombe

Uporabniki kompletov Sigma 390A in 91C morajo biti previdni pri uporabi
pufrskih koncentratov TRIZMA® kat. st. 913 in 903C, saj niso medsebojno
zamenljivi. Uporaba nepravilnega pufra bo povzrodila negativno reakcijo.

Postopek
Opisani postopki se izvajajo pri 37 °C.

Naftanol AS-D kloroacetat esterazni postopek
1. Zadostno koli¢ino deionizirane vode za uporabo substrata vnaprej segrejte na 37 °C. Pred
uporabo preverite temperaturo.
2. Neposredno pred fiksacijo dodajte 1 ml raztopine natrijevega nitrita v 1 ml osnovne raztopine
Fast Red Violet LB Base v testno epruveto. Nezno premesajte z obraanjem in pustite stati
2 minuti. Izogibati se je treba aktivnemu nastajanju plinskih mehurckov.
3. Raztopino iz koraka 2 dodajte 40 ml predhodno ogrete deionizirane vode iz koraka 1.
4. Dodajte 5 ml koncentrata pufra TRIZMAL™ 6.3. (glejte »Opomba«)
5. Dodajte 1 ml raztopine naftol AS-D kloroacetata. Raztopina bi morala postati rdeca.
Dobro premesajte in vlijte v kozarec Coplin.
6. Raztopino citrata, acetona in formaldehida (CAF) segrejte na sobno temperaturo (18-26 °C).
Stekelca fiksirajte tako, da jih za 30 sekund potopite v raztopino CAF.
7. Stekelca 45-60 sekund temeljito spirajte v tekoci deionizirani vodi, nato jih poloZite v
raztopino iz koraka 5. Ne dovolite, da se stekelca posusijo.
8. Inkubirajte 15 minut pri 37 °C, zascitena pred svetlobo.
9. Po 15 minutah odstranite stekelca in jih vsaj 2 minuti temeljito spirajte v deionizirani vodi.
10. Kontrastno barvajte 2 minuti v raztopini hematoksilina, Gill st. 3.
11. Izperite z vodo iz pipe in posusite na zraku.
12. Ocenite mikroskopsko. Ce je potrebno prekrivanje, uporabite samo vodni medij za pritrjevanje.
Opombe
e Za uporabo s kozarci Columbia delite volumne reagentov s 5.
o Ce je substrat (glejte 5. korak) moten, ga segrejte na sobno temperaturo (18-26 °C) in dobro
premesajte.
o Ce so bili preparati predhodno fiksirani in shranjeni, preskocite fiksacijo (koraka 6 in 7) in
zacnite barvanje suhih, predhodno fiksiranih preparatov v koraku 8.



Postopek z a-naftil acetat esterazo

1. Zadostno koli¢ino deionizirane vode za uporabo substrata vnaprej segrejte na 37 °C. Pred uporabo
preverite temperaturo.

2. Neposredno pred fiksacijo dodajte 1 ml raztopine natrijevega nitrita v 1 ml osnovne raztopine Fast
Blue BB v epruveto. Zmesajte z obra¢anjem in pustite stati vsaj 2 minuti. Barva se bo spremenila
iz umazano rjave v temno rumeno. Izogibati se je treba aktivhemu nastajanju plinskih mehurckov.

3. Raztopino iz koraka 2 dodajte 40 ml predhodno ogrete deionizirane vode iz koraka 1.

4. Dodajte 5 ml koncentrata pufra TRIZMAL™ 7.6.

5. Dodajte 1 ml raztopine a-naftil acetata. Raztopina bi morala postati zelenkasta. Dobro premesajte
in vlijte v kozarec Coplin.

6. Raztopino citrata, acetona in formaldehida (CAF) segrejte na sobno temperaturo (18-26 °C).
Stekelca fiksirajte tako, da jih za 30 sekund potopite v raztopino CAF. Zadnjih 5 sekund mo¢no
mesajte preparate.

7. Stekelca 45-60 sekund temeljito spirajte v tekoci deionizirani vodi, nato jih poloZite v raztopino iz
koraka 5. Ne dovolite, da se stekelca posusijo.

8. Inkubirajte 30 minut pri 37 °C, zasciteno pred svetlobo.

9. Po 30 minutah odstranite stekelca in jih vsaj 2 minuti temeljito izpirajte v teko¢i deionizirani vodi.

10. Kontrastno barvajte 2 minuti v raztopini hematoksilina, Gill st. 3.

11. Izperite z vodo iz pipe in posusite na zraku.

12. Ocenite mikroskopsko. Ce je potrebno prekrivanje, uporabite samo vodni medij za pritrjevanje.

Opombe

e Za uporabo s kozarci Columbia delite volumne reagentov s 5.

o Ce je substrat (glejte 5. korak) moten, ga segrejte na sobno temperaturo (18-26 °C) in dobro
premesajte.

o Ce so bili preparati predhodno fiksirani in shranjeni, preskocite fiksacijo (koraka 6 in 7) in zacnite
barvanje suhih, predhodno fiksiranih preparatov v koraku 8.

Postopek dvojnega barvanja z esterazo

1. Izvedite test a-naftil acetat estraze, kot je opisano v razdelku s postopkom. Ne uporabljajte
kontrastnih barvil.

2. 5 minut izpirajte v deionizirani vodi.

3. Izvedite preskus naftol AS-D kloroacetatne estraze, kot je opisano v korakih postopka 1-12.
Izpustite korak 6.

Opomba

Osnovna raztopina Fast Blue BB se lahko nadomesti z osnovno raztopino Fast Red Violet LB, e je za
naftol AS-D kloroacetatno esterazo zazelena modra granulacija.

Postopek inhibicije a-naftil acetat esteraze s fluoridom

éeprav je a-naftil acetat esterazo mogoce najti predvsem v celicah monocitne linije, ko se izvaja,

kot je opisano, je treba priznati, da so megakariociti in eritroidni prekurzorji pozitivni na ta encim.!
Limfociti in nekateri zreli granulociti so prav tako obcasno pozitivni.* Za dokoncno razlikovanje teh celic
od monocitov se v inkubacijski sistem doda natrijev fluorid. V prisotnosti te spojine se encim monocitov
inaktivira.’? Za izvedbo testa inhibicije fluorida se lahko uporabi naslednji postopek.

1. K 2 ml osnovne raztopine Fast Blue BB dodajte 2 ml raztopine natrijevega nitrita.
Nezno premesajte z obra¢anjem. Pustite stati 2 minuti.
2. Oznadite dve Casi A in B ter dodajte to:

Casa A Casa B
Predhodno ogreta deionizirana voda s 40 ml 40 ml
temperaturo 37 °C
Diazotizirana raztopina Fast Blue BB iz 2ml 2ml
koraka 1
Koncentrat TRIZMAL™ 7.6 5 mil 5 ml
Raztopina a-naftil acetata 1ml 1ml
Raztopina natrijevega fluorida - 1ml

3. Dobro premesaijte in prelijte v kozarce Coplin z oznakama A in B.
4. Nadaljujte, kot je opisano v korakih 6-12 v postopku za esterazo a-naftil acetata.

Znacilnosti delovanja

Nacin tockovanja

Preglejte film in izberite tanko podroéje z malo eritrociti. Mesta aktivnosti naftol AS-D kloroacetatne
esteraze bodo videti kot svetlo rdeda zrnca, a-naftil acetatna esteraza pa kot ¢rna zrnca. Ocenite od 0
do 4+ na podlagi koli¢ine in intenzivnosti posameznih barvil v citoplazmi ustreznih vrst celic. Znacilnosti
tockovanja temeljijo na nekoliko subjektivni razlagi. Predlagana oblika tockovanja je predstavljena v
tabeli 1. Sklepi so odvisni od relativne prisotnosti ali odsotnosti obarvanosti.

Tabela 1. Znacilnosti to¢kovanja

Ocena celic Intenzivnost Razlaga
obarvanja
0+ Brez -
1+ Sibko do zmerno +
2+ Zmerno do mo¢no +
3+ Mocno +
4+ Briljantno +

Pri¢akovana opazanja

Naftol AS-D kloroacetatna esteraza

(Fast Red Violet LB) - encim obicajno velja za specifi¢nega za celice granulocitne linije. Na mestih
delovanja je vidna svetlo rdeca granulacija. V monocitih in limfocitih je aktivnost Sibka ali je ni.
a-naftil acetat esteraza

(Fast Blue BB) - encim je zaznan predvsem v monocitih, makrofagih in histiocitih, v granulocitih pa
ga prakti¢no ni. Monociti bi morali imeti ¢rno granulacijo. Limfociti lahko ob&asno kazejo encimsko
aktivnost.

Esteraza z dvojnim obarvanjem
Vzorci, odvzeti s postopkom dvojnega obarvanja, pokazejo granulocite z rdeCo granulacijo in monocite s
érno granulacijo.

Esteraza a-naftil acetata z inhibicijo s fluoridom

Vse celice monocitne linije bodo negativne na encimsko aktivnost, razen diferenciranih histiocitov ali
specializiranih makrofagov v tkivu, ki so lahko odporni tudi proti natrijevemu fluoridu.®

Nadzor kakovosti
Sistem reagentov je treba spremljati z uporabo pozitivnih in negativnih kontrolnih stekelc.

Pozitivna kontrolna stekelca se lahko pripravijo iz dolocenih celi¢nih linij, za katere je znano,
da so pozitivne.

Uporabiti je mogoce tudi antikoagulirano kri iz normalnih vzorcev (po moznosti s pove¢anim Stevilom
monocitov, ¢e se uporablja postopek z a-naftil acetat esterazo); vendar se bo obarvala manj intenzivno
in bo imela manj pozitivnih celic.

Kot negativna kontrola se lahko uporabijo stekelca znano negativnih bolnikov. Ce vzorec ni na voljo, bo
obarvanje vzorca v inkubacijski mesanici z izpus¢enim substratom dalo Zelene rezultate. Vendar pa je
zelo priporocljiva uporaba prvega.

Ce opazeni rezultati odstopajo od pri¢akovanih, se za pomo¢ obrnite na oddelek za tehniéno pomo¢
podjetja Sigma-Aldrich.

Znacdilnosti analiticne ucdinkovitosti

Rezultati analiti¢ne uinkovitosti za dane teste, opravljene na vseh ciljnih strukturah, potrjujejo
100-odstotno obcutljivost, specificnost in ponovljivost.

Kat. Opis izdelka Cilj Specifi¢- Obéutlji- Specifié¢- Obdéutljivost
st. nost znot-  vost znot- nost med med testi
raj testa raj testa testi
911 Raztopina naftol Lokacije 30d3 30d3 30d3 30d3
AS-D kloroacetata  aktivnosti
Osnovna raztopina Lokacije
912 Fast Red Violet LB aktivnosti 3o0d3 30d3 30d3 30d3
Koncentrat Osmolal-
913 RIZMAL™ 6.3 ost 30d3 30d3 30d3 30d3
pH 30d3 30d3 30d3 30d3
Raztopina Lokacije
914 natrijevega nitrita  aktivnosti 30d3 30d3 30d3 30d3
. . Lokacije
915 Raztopina citrata aktivnosti 3o0d3 3o0d3 3o0d3 3o0d3
Raztopina a-naftil Lokacije
916 acetata aktivnosti 30d3 30d3 30d3 30d3
Osnovna raztopina  Lokacije
917 Fast Blue BB aktivnosti 3o0d3 30d3 30d3 30d3
Koncentrat Osmolal-
918 TRIZMAL™ 7.6 nost 30d3 30d3 30d3 30d3
pH 3od3 3o0d3 3o0d3 3o0d3
Raztopina .
919 natrijevega aﬁmcgseti 30d3 30d3 30d3 30d3
fluorida
Raztopina
GHS3 hematoksilina, Jedra 3od3 30d3 30d3 30d3
Gill 8t. 3

Opozorila in nevarnosti

Vse posodobljene informacije o tveganju, nevarnosti ali varnosti najdete na varnostnem listu in
oznaki izdelka.

91A:

SO ®E

H226 Vnetljiva tekocina in hlapi.

H290 Lahko je jedko za kovine.

H301 Strupeno pri zauZitju.

H312 + H332 Zdravju skodljivo v stiku s koZo ali pri vdihavanju.
H319 Povzroca hudo draZenje odi.

H370 Skoduje organom (odi, osrednje Zivéevie).

H412 ékodljivo za vodne organizme, z dolgotrajnimi ucinki.

P210 Hraniti lo¢eno od vrocine, vrocih povrsin, isker, odprtega ognja in drugih virov vziga.
Kajenje je prepovedano.

P273 Prepreciti spros¢anje v okolje.
P280 Nositi zaséitne rokavice/zascitno obleko/zascito za oci/zascito za obraz.
P301 + P310 PRI ZAUZITIU: Takoj pokli¢ite CENTER ZA ZASTRUPITVE/zdravnika.

P303 + P361 + P353 PRI STIKU S KOZO (ali lasmi): Takoj sle¢i vsa kontaminirana oblacila.
KoZo izprati z vodo.

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.



H290 Lahko je jedko za kovine.

H302 zdravju $kodljivo pri zauZitju.

H315 Povzroca drazenje koze.

H317 Lahko povzroci alergijski odziv koZze.

H318 Povzroca hude poskodbe oci.

H335 Lahko povzrodi drazenje dihalnih poti.

360FD Lahko $koduje plodnosti. Lahko Skoduje nerojenemu otroku.

H373 Pri dolgotrajni ali ponavljajodi se izpostavljenosti lahko ob zauzitju povzroéi poskodbe organov
(ledvice).

P202 Ne uporabljajte, dokler se ne seznanite z vsemi varnostnimi ukrepi.

P280 Nositi zas¢itne rokavice/zascitno obleko/zas¢ito za oci/zascito za obraz.

P301 + P312 PRI ZAUZITIU: Ob slabem pocutju pokli¢ite CENTER ZA ZASTRUPITVE/ZDRAVNIKA.
P302 + P352 PRI STIKU S KOZO: Umiti z veliko vode.

P305 + P351 + P338 PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj minut. Odstranite kontaktne
leCe, Ce jih imate in Ce to lahko storite brez tezav. Nadaljujte z izpiranjem.

P308 + P313 PRI izpostavljenosti ali sumu izpostavljenosti: Pois¢ite zdravnisko pomoc/oskrbo.

Ce je med uporabo te naprave ali kot posledica njene uporabe pri$lo do resnega

incidenta, o tem obvestite proizvajalca in/ali njegovega pooblasé¢enega zastopnika

ter ustrezen drzavni organ.

Definicije simbolov
Simboli, kot so opredeljeni v standardu EN ISO 15223-1:2021

Proizvajalec Kataloska Stevilka

Natanc¢no preberite navodila
za uporabo

Koda serije

Izjava Evropske unije o skladnosti
(opredeljena v IVDR 2017/746)

Pooblasceni zastopnik v Evropski c
skupnosti/Evropski uniji

Medicinski diagnosti¢ni pripomocek
Rok uporabe in vitro 9 prip
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Datum izdelave Uvoznik

Oznacuje pooblaséenega zastopnika
v Svici
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Kontaktni podatki

Ce elite oddati narocilo, obis¢ite nase spletno mesto SigmaAldrich.com. Ce elite tehni¢no pomoc,
obiscite stran tehni¢nega servisa na nasem spletnem mestu SigmaAldrich.com/techservice.

Zgodovina revizij

Rev. 4.0 2014
Rev. 5.0 2016
Rev. 6.0 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. Posodobljeni so viri literature. Dodana je preglednica
zgodovine revizij. Dodana so opozorila in nevarnosti. Dodane so bile informacije o
zastopniku v Svici.
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