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Instructions for Use

Lymphocyte a-Naphthyl Butyrate
Esterase Kit
Procedure No. 181

Ce MRRCK

Intended Use

Lymphocyte a-Naphthyl Butyrate Esterase Kit is intended for use as a general laboratory
histochemical stain for the detection of a-naphthyl butyrate esterase in blood, bone marrow
films and tissue touch preparations. Lymphocyte a-Naphthyl Butyrate Esterase Kit is for “In
Vitro Diagnostic Use.” For professional use only. The data obtained from this manual, qualitative
procedure serves only as an aid to diagnosis of human specimens and should be reviewed in
conjunction with other clinical diagnostic tests or information.

The reaction listed below for a-Naphthyl Butyrate Esterase will also demonstrate nonspecific
esterase activity in monocytes and macrophages. Several different methods are available for this
purpose. The method listed below is not specific for monocytes and macrophages since the pH
of the incubating media has been adjusted to demonstrate a focal (dot) staining pattern in some
lymphocytes. The a-Naphthyl Butyrate Esterase is less sensitive than the a-Naphthyl Acetate
Esterase procedure. For procedures more sensitive to monocytes Sigma offers two Esterase

kits, Catalog Nos. 90A1 and 91A. These kits also include instructions for the demonstration of
a-naphthyl acetate esterase with fluoride inhibition.

According to Sigma-Aldrich techniques, cytocentrifuge preparations or films are fixed in a citrate-
acetone-formaldehyde solution. A-naphthyl butyrate esterase is then visualized by the following
simultaneous capture principles.

a-Naphthyl Butyrate Esterase

a-NB
Hexazotized  Insoluble-Chromogenic a-Naphthyl-

a-Naphthyl Butyrate HPR Complex (Red-Brown)

Pararosaniline

Reagents
a-Naphthyl Butyrate Solution (Cat. No. 1801-50ML)
a-Naphthyl Butyrate, 2.4 g/L, in methanol solution with solubilizers

Pararosaniline Solution (Cat. No. 1804-15ML)

Pararosaniline, 40 g/L, C.I. 42500, in 2 mol/L hydrochloric acid. Danger. Causes skin irritation.
Causes serious eye irritation. May cause respiratory irritation. May cause cancer. Avoid breathing
dust/fume/gas/mist/vapours/spray.

Sodium Nitrite Tablets (Cat. No. 1809-10TAB)

Sodium nitrite, 250-260 mg per tablet. Danger. May intensify fire; oxidizer. Toxic if swallowed.
Causes serious eye irritation. Very toxic to aquatic life. Keep/store away from clothing/combustible
materials. Avoid release to the environment. IF SWALLWED: Immediately call a POISON CENTER or
doctor/physician.

Citrate Solution (Cat. No.915-50ML)
Citric acid, 18 mmol/L, sodium citrate, 9 mmol/L, sodium chloride, 12 mmol/L, and surfactant. The
pH should be 3.6 = 0.1.

Phosphate Buffer (Cat. No. 1805-1VL)
Sodium phosphate, 59.6 mM, potassium phosphate, 7.1 mM.

Methylene Blue Solution (Cat. No. 1808-50ML)
Methylene blue, C.I. 52015, 1.4% (w/v) in 95% ethanol

Special Materials Required but Not Provided

e Acetone, ACS Reagent
e Formaldehyde, 37%
e Water bath capable of maintaining 37°C shielded from light

Storage and Stability

Store a-Naphthyl Butyrate Solution in freezer below 0°C. Warm solution to 37°C and mix well prior
to use. Discard if reagents turn yellow or if precipitate forms.

Store Pararosaniline Solution, Phosphate Buffer, Sodium Nitrite Tablets and Methylene Blue Solution
at room temperature (18-26°C) protected from light.

Store Sodium Nitrite Tablet Solution and Phosphate Buffer Solution refrigerated (2-8°C).
Reagent labels bear expiration date.

Citrate Solution is suitable for use in the absence of microbial growth.

Deterioration

Discard a-Naphthyl Butyrate Solution if reagent turn bright yellow or if precipitate forms.

Discard Pararosaniline Solution if solution does not turn amber upon addition of Sodium Nitrite
Tablets Solution.

Phosphate Buffer Solution should be discarded if turbidity develops.

Preparation
Warm a-Naphthyl Butyrate Solution to 37°C. Sodium Nitrite Tablet Solution, 4 g/dL is prepared by
dissolving 1 tablet in 6.25 mL deionized water. Store this solution tightly stoppered at 2-8°C. Warm
to room temperature before use. Discard if turbidity develops.

Phosphate Buffer Solution is prepared by dissolving contents of Phosphate Buffer in 500 mL
deionized water. Buffer has concentration of 0.067 mol/L, pH 7.7 at 25°C. Store in refrigerator
(2-8°C). Discard if microbial growth is evident.

Note
Microbial growth may be retarded by filtration through a 0.22 micron Filter Unit.

Methylene Blue Counterstain is prepared by adding 5 mL Methylene Blue Solution to 45 mL
deionized water. Mix well. Prepare fresh daily.

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

Precautions

The IVDs included in this kit are intended for in vitro diagnostic use in a clinical laboratory
environment. These IVDs are for professional use by qualified personnel only. Sigma-Aldrich IVDs
may be operated by laboratory personnel who are trained to handle human specimens that can be
infectious, use microscopes and other laboratory equipment and have color perception and visual
acuity to distinguish colors and other objects under a microscope.

Normal precautions exercised in handling laboratory reagents should be followed. Dispose of waste
observing all local, state, provincial or national regulations.

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.

Samples may be collected in either EDTA or heparin. After fixation slides may be stored at room
temperature for at least 2 weeks. If mononuclear cells are to be isolated using HISTOPAQUE®-1077,
separation should be performed within 4 hours although fair recovery has been noted after 24
hours.* Blood films, particularly from leukopenic individuals, are not recommended for these
procedures since evaluation of this material is quite time consuming. Cytocentrifuge or buffy

coat preparations should be employed. Bone marrow films and tissue touch preparations pose no
problems with respect to microscopic evaluation.

Notes
Cells from healthy donors should be included with each test.

Cells isolated on polysucrose-sodium diatrizoate gradients may be stored in liquid nitrogen (LN,)
for control purposes. To accomplish this, 1 x 107 - 108 cells are frozen at 1 + 0.3°C per minute in
a medium containing 50% fetal calf serum, 40% RPMI-1640 (or other appropriate tissue culture
fluids) and 10% dimethylsulfoxide (DMSO). They may be stored in either the liquid or vapor phase
of LN,.

Slides should be evaluated using 1000X magnification. Dydimium filters may enhance color
particularly of the diffuse staining a-NB.

Procedure

1. Prewarm Phosphate Buffer Solution to 37°C.

2. Immediately prior to fixation, add 1.5 mL of Sodium Nitrite Tablet Solution to 1.5 mL

Pararosaniline Solution. Mix gently by inversion and let stand at least 5 minutes, then add to

40 mL of prewarmed Phosphate Buffer Solution.

Add 5 mL a-Naphthyl Butyrate Solution.

4. Mix well and pour into Coplin jar. Solution will be amber. Formation of precipitate indicates
reagent deterioration.

5. Fix slides for 10 seconds in Citrate-Acetone-Formaldehyde Fixative at room temperature
(18-26°C). Rinse in deionized water for 45 seconds. Do not allow slides to dry.

6. Immediately after rinsing, place slides into solution form Step 4 and incubate 1 hour at 37°C.
Note: If slides are not placed in incubation solution after fixation, they must be allowed to air
dry for at least 45 minutes.

7. After 1 hour remove slides from Coplin jar and rinse 2-3 minutes in running tap water. Discard
staining solution.

8. Allow slides to air dry at least 15 minutes before counterstaining.

9. Counterstain 5 minutes in Methylene Blue Counterstain.

10. Rinse in deionized water.

w

Performance Characteristics

The focal (dot) staining pattern observed in some lymphocytes is associated with mature T-cells
bearing Fc receptors for IgM. This subset overlaps the T-helper cell population to some extent but
is not an accurate measure of helper function. The diffuse or granular staining lymphocytes bear
receptors to the Fc portion of IgG and overlap to some extent the T suppressor cell population.

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
a-Naphthyl Butyrate Sites of
1801 Solution Activity 30f3 30f3 30f3 30f3
Pararosaniline Sites of
1804 Solution Activity 30of 3 30of3 30of 3 30of3
Sodium Nitrite Sites of
1809 Tablets Activity 30f3 30f3 30f3 30f3
; . Sites of
915 Citrate Solution Activity 30of3 30of 3 30of3 30of 3
Sites of
1805 Phosphate Buffer Activity 3of 3 30of 3 30of 3 30of 3
180g  Methylene Blue  Sitesof 5 5 30f3 30f3 30f3

Solution Activity
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Warnings and Hazards

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

XX

H226 Flammable liquid and vapor.
H272 May intensify fire, oxidizer.

H290 May be corrosive to metals.
H301 Toxic if swallowed.

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

H319 Causes serious eye irritation.
H335 May cause respiratory irritation.
H350 May cause cancer.

H370 Causes damage to organs (Eyes).
H400 Very toxic to aquatic life.

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.

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

N Manufacturer Catalogue Number

[E] Consult Instructions for Use Batch Code
Authorized Representative European Union Declaration
E in the European Community/ c E of Conformity (defined in IVDR
European Union 2017/746)
In vitro diagnostic medical
g Use-by Date device
,ﬂ’ Temperature Limit & Caution
@ Date of Manufacture @ Importer
Indicates the Authorised
Representative in Switzerland
References
1. Zito DR, Johnson KL, Skipper ME, Normansell DE: Isolation of mononuclear cells from the whole

blood: Comparison of two media. Lab Med 17:94, 1986
Contact Information

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

Revision History

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

Transferred to new template with current branding. Specified for professional use in
intended use and precautions. Moved aid to diagnosis statement to intended use.
Revised intended use to align with IVDR guidelines. Updated Material Safety Data Sheet

to Safety Data Sheet. Updated contact information. Removed instruction to follow Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
CLSI for specimen collection. Removed EN 980 and changed to EN ISO 15223-1:2021 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271

for symbols. Added adverse event contact information. Added Warnings and Hazards. St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
Removed references to 181A kit. Added CH-REP information. an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

The Initial M and Sigma-Aldrich are trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany or its affiliates. All other
trademarks are the property of their respective owners. Detailed information on trademarks is available via
publicly accessible resources.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Anweisungen fir den Gebrauch

Lymphozyten-a-Naphthylbutyrat-
esterase-Kit
Verfahren Nr. 181

Ce MRRCK

Verwendungszweck

Das Lymphozyten-a-Naphthylbutyratesterase-Kit ist als allgemeines histochemisches

Farbemittel fir den Laborgebrauch zum Nachweis von a-Naphthylbutyratesterase in Blut,
Knochenmarkausstrichen und Gewebetupfpréparaten bestimmt.

Das Lymphozyten-a-Naphthylbutyratesterase-Kit ist fiir die ,In-vitro-Diagnostik" bestimmt. Nur fir
den professionellen Gebrauch. Die mit diesem manuellen qualitativen Verfahren gewonnenen Daten
dienen lediglich als Hilfsmittel fur die Diagnose menschlicher Proben und sollten in Verbindung mit
anderen klinischen Diagnosetests oder Informationen Uberprift werden.

Die nachfolgend aufgefiihrte Reaktion fiir a-Naphthylbutyratesterase zeigt auch eine unspezifische
Esterase-Aktivitat in Monozyten und Makrophagen. Fir diesen Einsatzzweck stehen mehrere
verschiedene Methoden zur Verfiigung. Die nachfolgend aufgefiihrte Methode ist nicht spezifisch
flr Monozyten und Makrophagen, da hier der pH-Wert des Inkubationsmediums angepasst
wurde, um bei bestimmten Lymphozyten ein fokales (punktférmiges) Anfarbemuster zu erzeugen.
Das Verfahren mit a-Naphthylbutyratesterase ist weniger empfindlich als das Verfahren mit
a-Naphthylacetatesterase. Zur Durchfithrung von Verfahren, die empfindlicher auf Monozyten
reagieren, bietet Sigma zwei Esterase-Kits an, Katalog-Nrn. 90A1 und 91A. Diese Kits enthalten
auch Anweisungen fiir den Nachweis von a-Naphthylacetatesterase mittels Fluoridhemmung.

Entsprechend den Techniken von Sigma-Aldrich werden Zytozentrifugenpréparate bzw. -ausstriche

in einer Citrat-Aceton-Formaldehyd-L6sung fixiert. a-Naphthylbutyratesterase wird dann durch die
folgenden simultanen Aufnahmeverfahren sichtbar gemacht.

a-Naphthylbutyratesterase

a-NB
Hexazotiert Unléslicher chromogener a-Naphthyl-

a-Naphthylbutyrat HPR-Komplex (rot-braun)

Pararosanilin

Reagenzien

a-Naphthylbutyrat-Losung (Kat.-Nr. 1801-50ML)
a-Naphthylbutyrat, 2,4 g/I, in Methanollésung mit Lésungsvermittlern

Pararosanilin-Losung (Kat.-Nr. 1804-15ML)

Pararosanilin, 40 g/I, C.I. 42500, in 2 mol/|l Salzsdure. Gefahr. Verursacht Hautreizungen.
Verursacht schwere Augenreizungen. Kann die Atemwege reizen. Kann Krebs erzeugen.
Staub/Rauch/Gas/Nebel/Démpfe/Spray mdglichst nicht einatmen.

Natriumnitrit-Tabletten (Kat.-Nr. 1809-10TAB)

Natriumnitrit, 250-260 mg pro Tablette. Gefahr. Kann Feuer verstérken; Oxidationsmittel. Giftig
bei Verschlucken. Verursacht schwere Augenreizungen. Sehr giftig fir Wasserorganismen. Von
Kleidung/brennbaren Materialien fernhalten/entfernt lagern. Freisetzung in die Umwelt ist zu
vermeiden. BEI VERSCHLUCKEN: Rufen Sie sofort eine GIFTNOTRUFZENTRALE oder einen Arzt an.
Citratlosung (Kat.-Nr. 915-50ML)

Zitronensdure, 18 mmol/l, Natriumcitrat, 9 mmol/l, Natriumchlorid, 12 mmol/| und Tensid.

Der pH-Wert sollte 3,6 £0,1 betragen.

Phosphatpuffer (Kat.-Nr. 1805-1VL)

Natriumphosphat, 59,6 mM, Kaliumphosphat, 7,1 mM.

Methylenblaulésung (Kat.-Nr. 1808-50ML)

Methylenblau, C.I. 52015, 1,4 % (w/v) in 95%igem Ethanol

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

e Aceton, ACS-Reagenz

e Formaldehyd, 37 %

e Wasserbad zur Aufrechterhaltung einer Temperatur von 37 °C, vor Licht geschuitzt
Lagerung und Stabilitat

a-Naphthylbutyrat-Losung im Gefrierschrank bei einer Temperatur von unter 0 °C lagern.
Die Lésung auf 37 °C erwdrmen und vor der Verwendung gut mischen. Die Losung verwerfen,
wenn sich die Reagenzien gelb verfarben oder sich ein Niederschlag bildet.

Pararosanilin-Losung, Phosphatpuffer, Natriumnitrit-Tabletten und Methylenblauldsung bei
Raumtemperatur (18-26 °C) und vor Licht geschitzt lagern.

Die aus Natriumnitrit-Tabletten hergestellte L6sung und die Phosphatpuffer-Lésung gekihlt
aufbewahren (2-8 °C).

Die Etiketten der Reagenzien tragen das Verfallsdatum.

Die Citratldsung kann verwendet werden, wenn kein mikrobielles Wachstum vorhanden ist.

Zerfall

Die a-Naphthylbutyrat-Lésung verwerfen, wenn sich das Reagenz hellgelb farbt oder sich ein
Niederschlag bildet.

Die Pararosanilin-Lésung verwerfen, wenn sich die Lésung bei Zugabe der aus Natriumnitrit-
Tabletten hergestellten Losung nicht bernsteinfarben farbt.

Die Phosphatpufferldsung ist bei Auftreten von Triibungen zu entsorgen.

Vorbereitung

Die a-Naphthylbutyrat-Lésung auf 37 °C erwdrmen. Die Natriumnitrit-Lésung aus Tabletten, 4 g/d|
wird durch Auflésen von 1 Tablette in 6,25 ml entionisiertem Wasser hergestellt. Diese Losung bei
2-8 °C dicht verschlossen aufbewahren. Vor der Verwendung auf Raumtemperatur erwdrmen.

Bei Entstehung von Triibungen entsorgen.

Die Phosphatpufferldsung durch Auflésen des Phosphatpuffers in 500 ml entionisiertem Wasser
herstellen. Der Puffer hat eine Konzentration von 0,067 mol/l und besitzt bei 25 °C einen pH-Wert
von 7,7. Im Kuhlschrank aufbewahren (2-8 °C). Bei offensichtlichem mikrobiellem

Wachstum entsorgen.

Hinweis
Das mikrobielle Wachstum kann durch die Filtration Uber einen 0,22-Mikron-Filter verzégert werden.

Die Methylenblau-Gegenfarbung wird durch Zugabe von 5 ml Methylenblaulésung zu 45 ml
entionisiertem Wasser hergestellt. Gut mischen. Téglich frisch zubereiten.

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 dem Gebrauch auf 18-26 °C erwarmen. Stabil, wenn die Lagerung fest
verschlossen im Kuhlschrank erfolgt.

VorsichtsmaBnahmen

Die in diesem Kit enthaltenen IVDs sind fiir die In-vitro-Diagnostik in einer klinischen
Laborumgebung bestimmt. Diese IVDs sind nur fir den professionellen Gebrauch durch
qualifiziertes Personal bestimmt. Die IVDs von Sigma-Aldrich kénnen von Laborpersonal
bedient werden, das im Umgang mit menschlichen Proben, die infektids sein kdnnen, geschult
ist, Mikroskope und andere Laborgerdte bedienen kann und iber eine Farbwahrnehmung und
Sehschérfe verfiigt, 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 vollstandige Sicherheit bieten, dass Blutproben oder Gewebe
keine Infektion tbertragen. Daher sollten alle Blutderivate oder Gewebeproben als potenziell
infektios betrachtet werden.

Die Proben kénnen sowohl mit EDTA als auch mit Heparin entnommen werden. Nach der Fixierung
kénnen die Objekttréger mindestens 2 Wochen bei Raumtemperatur aufbewahrt werden. Bei der
Isolierung von mononukledren Zellen mit HISTOPAQUE®-1077 sollte die Separation innerhalb von

4 Stunden durchgefiihrt werden, obgleich auch nach 24 Stunden eine ausreichende Ausbeute erzielt
wurde.! Blutausstriche sind, insbesondere bei Personen mit Leukopenie, fiir diese Verfahren nicht zu
empfehlen, da die Auswertung des Materials zeitintensiv ist. Es sollten Zytozentrifugen oder Buffy-
Coat-Praparate verwendet werden. Knochenmarkausstriche und Gewebetupfpréparate sind fir die
mikroskopische Auswertung problemlos geeignet.

Anmerkungen
Bei jedem Test sollten auch Zellen von gesunden Spendern untersucht werden.

Auf Polysaccharose-Natriumdiatrizoat-Gradienten isolierte Zellen kdnnen zu Kontrollzwecken

in flissigem Stickstoff (LN,) gelagert werden. Dazu werden 1 x 107 - 10° Zellen mit einer
Geschwindigkeit von 1 £0,3 °C pro Minute in einem Medium eingefroren, das aus 50 % fetalem
Kalberserum, 40 % RPMI-1640 (oder einer anderen geeigneten Gewebekulturflissigkeit) und
10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) besteht. Sie kénnen in flissigem oder dampfférmigem LN,
aufbewahrt werden.

Die Objekttréger sollten mit einer 1000-fachen VergroBerung ausgewertet werden. Dydimium-Filter
kénnen die Farbe insbesondere einer diffusen a-NB-Farbung verstarken.

Verfahren

1. Die Phosphatpufferlésung auf 37 °C erwarmen.

2. Unmittelbar vor der Fixierung 1,5 ml der Lésung einer Natriumnitrit-Tablette zu 1,5 ml
Pararosanilin-Lésung hinzufiigen. Die Lésung vorsichtig durch Schwenken mischen
und mindestens 5 Minuten stehen lassen. AnschlieBend zu 40 ml vorgewarmter
Phosphatpufferlésung geben.

3. 5 ml a-Naphthylbutyrat-Ldsung hinzuftigen.

4. Gut mischen und in einen Coplin-Farbetrog geben. Die Losung erscheint bernsteinfarben.

Die Bildung eines Niederschlags ist ein Zeichen fiir den Zerfall der Reagenzien.

5. Die Objekttrager fiir 10 Sekunden bei Raumtemperatur (18-26 °C) in einem Citrat-Aceton-
Formaldehyd-Fixiermittel fixieren. 45 Sekunden mit entionisiertem Wasser absptilen. Die
Objekttrager nicht trocknen lassen.

6. Die Objekttrager direkt nach dem Absplilen in die Losung aus Schritt 4 legen und anschlieBend
fur 1 Stunde bei 37 °C inkubieren. Hinweis: Werden die Objekttréger nach der Fixierung nicht
in die Inkubationslésung gelegt, miissen sie mindestens 45 Minuten an der Luft trocknen.

7. Die Objekttrager nach 1 Stunde aus dem Coplin-Férbetrog entnehmen und 2-3 Minuten unter
flieBendem Leitungswasser abspiilen. Die Farbelésung entsorgen.

8. Die Objekttrager vor der Gegenfarbung mindestens 15 Minuten an der Luft trocknen lassen.

9. Fur 5 Minuten in der Methylenblau-Gegenfarbung gegenfarben.

10. Mit deionisiertem Wasser abspiilen.

Leistungsmerkmale

Das bei einigen Lymphozyten zu beobachtende fokale (punktférmige) Farbemuster wird mit

reifen T-Zellen in Verbindung gebracht, die einen Fc-Rezeptor fiir IgM tragen. Diese Untergruppe
liberschneidet sich bis zu einem gewissen Grad mit der Population der T-Helferzellen. Dies ist jedoch
kein genaues MaB fir die Funktion der Helferzellen. Die diffus oder granulédr gefarbten Lymphozyten
verfiigen {iber Rezeptoren fiir den Fc-Teil von IgG und haben eine gewisse Uberschneidung mit der
T-Suppressorzellpopulation.

Wenn die beobachteten Ergebnisse von den erwarteten Ergebnissen abweichen, wenden Sie sich
bitte an den Technischen Service von Sigma-Aldrich, um Unterstiitzung zu erhalten.
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Analytische Leistungsmerkmale Referenzen
Die Ergebnisse der analytischen Leistung fir die gegebenen Tests, die fir alle Zielstrukturen 1. Zito DR, Johnson KL, Skipper ME, Normansell DE: Isolation of mononuclear cells from the whole
durchgefiihrt wurden, bestatigen eine 100%ige Sensitivitat, Spezifitat und Wiederholbarkeit. blood: Comparison of two media. Lab Med 17:94, 1986
Kat.- Beschreibung des Ziel Intra- Intra-Assay- Inter- Inter- Kontaktinformationen
Nr. Produkts Assay-  Empfindlichkeit Assay- Assay- Um eine Bestellung aufzugeben, besuchen Sie bitte unsere Website unter SigmaAldrich.com. Fiir
Spezifitat Spezifitét Empfindlichkeit den technischen Service besuchen Sie bitte die technische Service-Seite auf unserer Website unter
a-Naphthylbutyrat- Bereiche SigmaAldrich.com/techservice.
1801 Lésung der AKtivitit 3von3 3von3 3von3 3von3
Pararosanilin- Bereiche isi i H
1804 Losung der Aktivitst 3 Von3 3von 3 3von 3 3von3 Revisionshistorie
Natriumnitrit- Bereiche
1809 Tabletten der Aktivitat 3 von 3 3von 3 3von 3 3von 3 Rev. 3.0 2014
915 Citratlésung deBreEiitciCi?at 3von3 3von3 3von3 3von3 Rev. 4.0 2016
- Rev. 5.0 2023
1805 Phosphatpuffer de‘?‘eArilcci\r/]i?ét 3von 3 3von 3 3von3 3von3
h Die neue Vorlage mit aktuellem Branding wurde angewandt. In Verwendungszweck und
Bereiche

1808 Methylenblauldsung che 3von 3 3 von 3 3von 3 3von 3 VorsichtsmaBnahmen wurde die Nennung der gewerblichen Verwendung hinzugefiigt.
der Aktivitat Die Aussage Uber die Hilfe bei der Diagnose wurde in den Verwendungszweck

verschoben. Uberarbeitung des Verwendungszwecks zur Angleichung an die

IVDR-Richtlinien. Materialsicherheitsdatenblatt wurde in Sicherheitsdatenblatt

geandert. Kontaktinformationen wurden aktualisiert. Die Anweisung, CLSI fir die

Wa rnungen und Gefahren Probenentnahme zu befolgen, wurde entfernt. EN 980 wurde gestrichen und in

EN ISO 15223-1:2021 fir Symbole gedndert. Kontaktinformationen fiir unerwiinschte

Ereignisse wurden hinzugefiigt. Warnungen und Gefahren hinzugefiigt. Die Verweise

auf 181A-Kit wurden entfernt. CH-REP-Informationen wurden hinzugefiigt.
<:> “6 “& ‘ dap

H226 Entzlindliche Flussigkeit und Dampf.

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

H272 Kann Feuer verstédrken; Oxidationsmittel.

H290 Kann atzend auf Metalle wirken.

H301 Giftig bei Verschlucken.

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

H319 Verursacht schwere Augenreizungen.

H335 Kann die Atemwege reizen.

H350 Kann Krebs erzeugen.

H370 Verursacht Schaden an den Organen (Augen).

H400 Sehr giftig fiir Wasserorganismen.

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

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

P301 + P310 BEI VERSCHLUCKEN: Rufen Sie sofort eine GIFTNOTRUFZENTRALE oder
einen Arzt an.

P303 + P361 + P353 BEI KONTAKT MIT DER HAUT (oder Haar): Alle kontaminierten
Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Die Haut mit Wasser abspilen.

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

Wenn wdhrend der Verwendung dieses Gerits oder als Folge seiner Verwendung
ein schwerwiegender Zwischenfall eingetreten ist, melden Sie dies bitte dem

Hersteller und/oder seinem bevollméachtigten Vertreter sowie Ihrer nationalen
Behorde.
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“ Hersteller

Katalognummer

Anweisungen flr den Gebrauch
Uj] Chargencode
beachten
Bevollméchtigter Vertreter in Konformitatserklarung der
der Europaischen Gemeinschaft/ c E Europaischen Union (definiert in
Europdischen Union IVDR 2017/746)

Medizinisches In-vitro-

Verfallsdatum ) -
Diagnosegerat

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

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
Datum der Herstellung % Importeur an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
Weist auf den bevollméchtigten +1(314) 771-5765

Vertreter in der Schweiz hin
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
Giber Marken sind tUber &ffentlich zugéngliche Quellen erhaltlich.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

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



Rév. 5.0, 91744-LS, 2023

Sigma-Aldrich.

Mode d’emploi
Kit a-naphtyl butyrate estérase
lymphocytaire

Procédure n° 181

Ce MRRCK

Utilisation prévue

Le kit a-naphthyl butyrate estérase lymphocytaire est destiné a étre utilisé comme coloration
histochimique générale de laboratoire pour la détection de I'a-naphthyl butyrate estérase dans le
sang, les frottis de moelle osseuse et les empreintes tissulaires. Le kit a-naphtyl butyrate estérase
lymphocytaire est destiné a un « usage en diagnostic in vitro ». Réservé a un usage professionnel.
Les données obtenues avec cette procédure qualitative manuelle servent uniquement d’aide au
diagnostic d’échantillons humains et doivent étre examinées en association avec d'autres tests de
diagnostic clinique et d’autres informations.

La réaction illustrée ci-dessous pour I'a-naphtyle butyrate estérase mettra également en évidence
une activité estérase non spécifique dans les monocytes et les macrophages. Plusieurs méthodes
différentes sont disponibles a cet effet. La méthode décrite ci-dessous n’est pas spécifique aux
monocytes et aux macrophages, car le pH du milieu d’incubation a été ajusté pour mettre en
évidence un profil de coloration localisé (points) dans certains lymphocytes. La procédure pour
I'a-naphtyle butyrate estérase est moins sensible que celle pour I'a-naphtyle acétate estérase.
Pour les procédures plus sensibles aux monocytes, Sigma propose deux kits pour I'estérase,

réf. 90A1 et 91A. Ces kits comprennent également des instructions pour la mise en évidence de
I'a-naphtyle acétate estérase avec inhibition par le fluorure.

Selon les techniques de Sigma-Aldrich, les préparations ou les frottis obtenus par cytocentrifugation
sont fixés dans une solution de citrate-acétone-formaldéhyde. L'a-naphtyl butyrate estérase est
ensuite visualisée par les principes de capture simultanée suivants.

a-naphtyle butyrate estérase

a-NB
a-naphtyle butyrate Pararosaniline  Complexe chromogéne insoluble
phty Y d’a-naphtyle-HPR (rouge-marron)

hexazotisé

Réactifs

Solution d’a-naphtyle butyrate (réf. 1801-50ML)
a-naphtyle butyrate, 2,4 g/l, dans une solution de méthanol avec des agents solubilisants.

Solution de pararosaniline (réf. 1804-15ML)

Pararosaniline, 40 g/|, C.I. 42500, dans de I'acide chlorhydrique a 2 mol/l. Danger. Provoque une
irritation cutanée. Provoque une sévere irritation des yeux. Peut irriter les voies respiratoires. Peut
provoquer le cancer. Eviter de respirer les poussiéres/fumées/gaz/brouillards/vapeurs/aérosols.

Comprimés de nitrite de sodium (réf. 1809-10TAB)

Nitrite de sodium, 250 a 260 mg par comprimé. Danger. Peut aggraver un incendie ; comburant.
Toxique en cas d’ingestion. Provoque une sévere irritation des yeux. Tres toxique pour les
organismes aquatiques. Tenir/Conserver & |'écart des vétements/matiéres combustibles. Eviter
le rejet dans I'environnement. EN CAS D’INGESTION : appeler immédiatement un CENTRE
ANTIPOISON ou un médecin.

Solution de citrate (réf. 915-50ML)
Acide citrique, 18 mmol/I, citrate de sodium, 9 mmol/I, chlorure de sodium, 12 mmol/| et agent
tensioactif. Le pH doit étre de 3,6 + 0,1.

Tampon phosphate (réf. 1805-1VL)
Phosphate de sodium, 59,6 mM, phosphate de potassium, 7,1 mM.

Solution de bleu de méthyléne (réf. 1808-50ML)
Bleu de méthylene, C.I. 52015, 1,4 % (p/v) dans de I’éthanol a 95 %.

Matériel spécial requis mais non fourni

e Acétone, de qualité réactif ou de qualité ACS
e Formaldéhyde, 37 %
¢ Bain-marie capable de maintenir une température de 37 °C et protégé de la lumiére

Conservation et stabilité

Conserver la solution d’a-naphtyle butyrate au congélateur a une température inférieure a 0 °C.
Chauffer la solution a 37 °C et bien mélanger avant de I'utiliser. Jeter les réactifs s'ils deviennent
jaunes ou si un précipité se forme.

Conserver la solution de pararosaniline, le tampon phosphate, les comprimés de nitrite de sodium
et la solution de bleu de méthyléne a température ambiante (entre 18 et 26 °C) a l'abri de la
lumiere.

Conserver la solution de nitrite de sodium en comprimés et la solution de tampon phosphate au
réfrigérateur (2 a 8 °C).

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

La solution de citrate peut étre utilisée en I'absence de croissance microbienne.
Détérioration

Jeter la solution d’a-naphthyle butyrate si le réactif vire au jaune vif ou si un précipité se forme.

Jeter la solution de pararosaniline si la solution ne devient pas orangée aprés I'ajout de la solution
des comprimés de nitrite de sodium.

La solution de tampon phosphate doit étre jetée si elle devient trouble.

Préparation

Chauffer la solution d’a-naphtyle butyrate a 37 °C. La solution de nitrite de sodium préparée a
partir de comprimés, a 4 g/dl, est préparée en dissolvant 1 comprimé dans 6,25 ml d’eau déionisée.
Conserver cette solution hermétiquement fermée entre 2 et 8 °C. L'équilibrer a température
ambiante avant de |'utiliser. Les jeter s'ils deviennent troubles.

La solution de tampon phosphate est préparée en dissolvant le contenu du tampon phosphate
dans 500 ml d’eau déionisée. Le tampon a une concentration de 0,067 mol/l, pH 7,7 a 25 °C.
Conserver cette solution au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C). La jeter si une croissance microbienne
est observée.

Remarque

1l est possible de retarder le développement d’une croissance microbienne en filtrant la solution
avec un filtre de 0,22 micron.

Le contre-colorant a base de bleu de méthyléne est préparé en ajoutant 5 ml de solution de bleu de
méthyléne a 45 ml d’eau déionisée. Bien mélanger. Préparer une nouvelle solution tous les jours.

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 entre 18 et
26 °C avant de I'utiliser. Elle est stable si elle est conservée hermétiquement fermée

au réfrigérateur.

Précautions

Les dispositifs médicaux de diagnostic in vitro inclus dans ce kit sont destinés a étre utilisés

en diagnostic in vitro au sein de laboratoires de biologie médicale. Ces dispositifs médicaux de
diagnostic in vitro sont destinés a un usage professionnel par un personnel qualifié uniqguement.
Les dispositifs médicaux de diagnostic in vitro de Sigma-Aldrich peuvent étre utilisés par le
personnel de laboratoire formé a la manipulation d’échantillons humains potentiellement infectieux,
a l'utilisation de microscopes et d’autres équipements de laboratoire et possédant une perception
des couleurs et une acuité visuelle permettant de distinguer les couleurs ainsi que les autres objets
au microscope.

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

Procédure

Prélevement des échantillons

Aucune méthode de test connue ne peut totalement garantir que les échantillons de sang ou de
tissus ne transmettront pas d’infection. Par conséquent, tous les produits sanguins ou échantillons
de tissus doivent étre considérés comme potentiellement infectieux.

Les échantillons peuvent étre prélevés dans des tubes contenant de I'EDTA ou de I’héparine.

Apreés la fixation, les lames peuvent étre conservées a température ambiante pendant au moins

2 semaines. Si les cellules mononucléées doivent étre isolées en utilisant le milieu de séparation
HISTOPAQUE®-1077, la séparation doit étre effectuée dans les 4 heures suivant le préléevement,
bien qu’une récupération satisfaisante des cellules ait été observée aprés 24 heures.! Les frottis
sanguins, en particulier ceux provenant de personnes présentant une leucopénie, ne sont pas
recommandés pour ces procédures, car I’évaluation de ce type d’échantillons prend beaucoup de
temps. Il faut utiliser des préparations obtenues par cytocentrifugation ou bien des préparations de
couche leucocytaire. Les frottis médullaires et les empreintes tissulaires ne posent aucun probléme
en ce qui concerne I'examen au microscope.

Remarques
Des cellules provenant de donneurs sains doivent étre incluses avec chaque test.

Les cellules isolées sur des gradients de saccharose-diatrizoate de sodium peuvent étre conservées
dans de I'azote liquide (LN,) a des fins de contrdle. Pour ce faire, congeler 1 x 107 a 10° cellules a

1 + 0,3 °C par minute dans un milieu contenant 50 % de sérum de veau feetal, 40 % de RPMI-1640
(ou d’autres milieux de culture tissulaire appropriés) et 10 % de diméthylsulfoxyde (DMSO). Elles
peuvent étre conservées dans de |'azote liquide ou gazeux.

Les lames doivent étre évaluées a un grossissement 1000x. Les filtres en verre de didyme peuvent
améliorer la couleur, en particulier la coloration diffuse de I'a-NB.

Procédure

1. Préchauffer la solution de tampon phosphate a 37 °C.

2. Juste avant la fixation, ajouter 1,5 ml de solution de nitrite de sodium préparée a partir de
comprimés a 1,5 ml de solution de pararosaniline. Mélanger délicatement par inversion et
laisser reposer au moins 5 minutes, puis ajouter a 40 ml de solution de tampon phosphate
préchauffée.

3. Ajouter 5 ml de solution d’a-naphtyle butyrate.

4. Bien mélanger et verser dans une cuve a coloration de Coplin. La solution sera de couleur
orangée. La formation d’un précipité indique une détérioration du réactif.

5. Fixer les lames dans le fixateur a base de citrate-acétone-formaldéhyde a température
ambiante (entre 18 et 26 °C) pendant 10 secondes. Rincer a I'eau déionisée pendant
45 secondes. Ne pas laisser les lames sécher.

6. Immédiatement aprés le ringage, placer les lames dans la solution de I'étape 4 et laisser
incuber pendant 1 heure a 37 °C. Remarque : si les lames ne sont pas placées dans la
solution d’incubation apres la fixation, il faut les laisser sécher a I'air libre pendant au moins
45 minutes.

7. Au bout d'une (1) heure, retirer les lames de la cuve a coloration de Coplin et les rincer sous
I'eau du robinet pendant 2 a 3 minutes. Jeter la solution de coloration.

8. Laisser les lames sécher a I'air libre pendant au moins 15 minutes avant de procéder a la
contre-coloration.

9. Contre-colorer dans le contre-colorant a base de bleu de méthyléne pendant 5 minutes.

10. Rincer & I'eau déionisée.

Caractéristiques de performance

Le profil de coloration localisé (points) observé dans certains lymphocytes est associé aux
lymphocytes T matures portant des récepteurs Fc pour les IgM. Ce sous-ensemble recouvre dans
une certaine mesure la population de lymphocytes T auxiliaires, mais ne constitue pas une mesure
précise de la fonction auxiliaire. Les lymphocytes dont la coloration est diffuse ou granulaire portent
des récepteurs au fragment Fc des IgG et recouvrent dans une certaine mesure la population de
lymphocytes T suppresseurs.

Si les résultats observés different des résultats attendus, contacter le service technique de
Sigma-Aldrich pour obtenir de l'aide.
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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
1801 Solutioguttj)’l?';?eaphtyle d’astigievs;té 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
1804 pffalﬁl;is%miﬂﬁe d’asciifvsité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
1809 Comprimés denitrite Sites 3,3 3sur3 3sur3 3sur3
915 Solution de citrate d’asci?vsité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
1805  Tampon phosphate d'asétievsgté 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
1808 SgLuiLoé;\tr::lyeléan:u d’ascitievsité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3

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.

HOOPE

H226 Liquide et vapeurs inflammables.

H272 Peut aggraver un incendie ; comburant.

H290 Peut étre corrosif pour les métaux.

H301 Toxique en cas d’ingestion.

H312 + H332 Nocif par contact cutané ou par inhalation.
H315 Provoque une irritation cutanée.

H319 Provoque une sévére irritation des yeux.

H335 Peut irriter les voies respiratoires.

H350 Peut provoquer le cancer.

H370 Risque avéré d'effets graves pour les organes (yeux).
H400 Trés toxique pour les organismes aquatiques.

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

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 ol elle peut confortablement respirer. Appeler un CENTRE

ANTIPOISON ou un médecin en cas de malaise.
Si, au cours de l'utilisation de ce dispositif ou a la suite de son utilisation, un
incident grave se produit, le signaler au fabricant et/ou a son représentant agréé
ainsi qu’aux autorités nationales compétentes.

Définition des symboles
Symboles tels que définis dans la norme EN ISO 15223-1:2021

N Fabricant

Référence catalogue

Consulter le mode d’emploi Numéro du lot

Représentant agréé dans la
Communauté européenne/
1'Union européenne

Déclaration de conformité de
I'Union européenne (définie dans
le reglement 2017/746 relatif
aux dispositifs médicaux de
diagnostic in vitro)

Cl3)
Ce€

Dispositif médical de diagnostic
in vitro

g Date limite d’utilisation

,ﬂ’ Limites de température
@ Date de fabrication

Indique le représentant agréé
en Suisse

Attention

&> 3

Importateur

Références

1. Zito DR, Johnson KL, Skipper ME, Normansell DE: Isolation of mononuclear cells from the whole
blood: Comparison of two media. Lab Med 17:94, 1986

Coordonnées

Pour passer commande, consulter notre site Web a I'adresse SigmaAldrich.com. Pour le service technique,
consulter la page du service technique sur notre site Web a I'adresse SigmaAldrich.com/techservice.

Historique des révisions

Rév. 3.0 2014
Rév. 4.0 2016
Rév. 5.0 2023

Transfert vers un nouveau modéle avec I'image de marque actuelle. Précision de I'usage
professionnel dans I'utilisation prévue et les précautions. Déplacement de la déclaration
relative a I'aide au diagnostic vers I'utilisation prévue. Révision de I'utilisation prévue
afin de I'aligner sur les recommandations de la réglementation relative aux dispositifs
médicaux de diagnostic in vitro. Remplacement du texte « Material Safety Data Sheet »
par « Safety Data Sheet » dans la version anglaise. Mise a jour des coordonnées.
Suppression de l'instruction indiquant de suivre les normes et recommandations du
CLSI pour le prélevement des échantillons. Remplacement de la norme EN 980 par

la norme EN ISO 15223-1:2021 pour les symboles. Ajout de coordonnées en cas
d’événements indésirables. Ajout de la section relative aux avertissements et risques.
Suppression des références au kit 181A. Ajout des informations sur le représentant
agréé en Suisse.

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

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

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau
Switzerland
Le M majuscule et Sigma-Aldrich sont des marques de commerce de Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne ou de ses

filiales. Toutes les autres marques sont la propriété de leurs détenteurs respectifs. Des informations détaillées sur
les marques de commerce sont disponibles via des ressources accessibles au public.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Istruzioni per I'uso

Kit linfocita a-naftil butirrato
esterasi

Procedura n. 181

Ce MRRCK

Uso previsto

1l kit linfocita a-naftil butirrato esterasi € destinato all'uso come colorazione istochimica generale
di laboratorio per il rilevamento dell'a-naftil butirrato esterasi nel sangue, nelle pellicole di midollo
osseo e nelle preparazioni di contatto con i tessuti. Il Kit linfocita a-naftil butirrato esterasi

& previsto per la "Diagnostica in vitro". Solo per uso professionale. I dati ottenuti da questa
procedura qualitativa manuale servono solo come ausilio per la diagnosi su campioni umani e
devono essere valutati in combinazione con altre indagini o informazioni diagnostiche cliniche.

La reazione elencata di seguito per I'a-naftil butirrato esterasi dimostrera anche un'attivita
esterasica aspecifica nei monociti e nei macrofagi. A tale scopo sono disponibili vari metodi.

Il metodo citato piu avanti & aspecifico per monociti e macrofagi poiché il pH del terreno di coltura &
stato corretto per rilevare un pattern di colorazione focale (a punti) in alcuni linfociti. La procedura
che utilizza I'a-naftil butirrato esterasi € meno sensibile di quella basata sull'a-naftil acetato
esterasi. Per le procedure pil sensibili ai monociti Sigma ha in catalogo due kit per le esterasi,

N. di cat. 90A1 e 91A. I kit includono anche le istruzioni per rilevare la presenza di a-naftil acetato
esterasi con inibizione con fluoruro.

Secondo le tecniche di Sigma-Aldrich, le preparazioni con citocentrifuga e gli strisci vengono fissati
in una soluzione di citrato-acetone-formaldeide. L'A-naftil acetato esterasi viene quindi visualizzato
mediante i seguenti principi di cattura simultanea.

a-naftil butirrato esterasi

a-NB
. . Esazotato Complesso a-naftil-HPR insolubile-
a-naftil butirrato
cromogeno (rosso-marrone)

Pararosanilina

Reagenti
Soluzione di a-naftil butirrato (N. di cat. 1801-50ML)
a-naftil butirrato, 2,4 g/l, in soluzione metanolica con solubilizzanti.

Soluzione di pararosanilina (N. di cat. 1804-15ML)

Pararosanilina, 40 g/I, CI 42500, in acido cloridrico 2 mol/I. Pericolo. Provoca irritazione cutanea.
Provoca grave irritazione oculare. Puo irritare le vie respiratorie. Puo provocare il cancro. Evitare di
respirare la polvere/i fumi/i gas/la nebbia/i vapori/gli aerosol.

Compresse di nitrito di sodio (N. di cat. 1809-10TAB)

Nitrito di sodio, 250-260 mg per compressa. Pericolo. Puo intensificare il fuoco; comburente.
Tossico se ingerito. Provoca grave irritazione oculare. Molto tossico per gli organismi acquatici.
Tenere/conservare lontano da indumenti/materiali combustibili. Non disperdere nell'ambiente.
IN CASO DI INGESTIONE: contattare immediatamente un CENTRO ANTIVELENI o un medico.

Soluzione di citrato (N. di cat. 915-50ML)
Acido citrico, 18 mmol/I, citrato di sodio, 9 mmol/I, cloruro di sodio, 12 mmol/I e tensioattivo.
Il pH deve essere 3,6%0,1.

Tampone di fosfato (N. di cat. 1805-1VL)
Fosfato di sodio, 59,6 mM, fosfato di potassio, 7,1 mM.

Soluzione di blu di metilene (N. di cat. 1808-50ML)
Blu di metilene, CI 52015, 1,4% (p/v) in etanolo al 95%

Materiali specifici necessari, ma non forniti in dotazione
e Acetone, reagente grado ACS

e Formaldeide, 37%

e Bagnomaria in grado di mantenere 37 °C al riparo dalla luce
Conservazione e stabilita

Conservare la soluzione di a-naftil butirrato nel congelatore a temperatura inferiore a 0 °C.
Scaldare la soluzione a 37 °C e mescolare bene prima dell'uso. Scartare se i reagenti provocano
una colorazione gialla nel campione o se si forma un precipitato.

Conservare la soluzione di pararosanilina, il tampone di fosfato, le compresse di nitrito di sodio e la
soluzione di blu di metilene a temperatura ambiente (18-26 °C), al riparo dalla luce.

Conservare la soluzione in compresse di nitrito di sodio e la soluzione tampone fosfato in
frigorifero (2-8°C).

Le etichette dei reagenti riportano la data di scadenza.

La soluzione di citrato & idonea per I'uso in assenza di crescita microbica.

Deterioramento

Scartare la soluzione di a-naftil butirrato se il reagente produce una colorazione gialla o se si forma
un precipitato.

Scartare la soluzione di pararosanilina se I'aggiunta della soluzione di nitrito di sodio in compresse
non produce una colorazione ambra nel campione.

Scartare la soluzione tampone di fosfato se appare torbida.

Preparazione

Scaldare la soluzione di a-naftil butirrato a 37 °C. Per preparare la soluzione di compresse di
nitrito di sodio, 4 g/dl, sciogliere 1 compressa in 6,25 ml di acqua deionizzata. Conservare questa
soluzione in un recipiente chiuso ermeticamente a 2-8 °C. Scaldare a temperatura ambiente prima
dell'uso. Scartare in presenza di torbidita.

Per preparare la soluzione tampone di fosfato, sciogliere il contenuto del tampone fosfato in 500 ml
di acqua deionizzata. Il tampone ha una concentrazione di 0,067 mol/l, pH 7,7 a 25 °C. Conservare
in frigorifero (2-8 °C). Scartare se la crescita microbica & evidente.

Nota
La crescita microbica puo essere ritardata mediante filtrazione attraverso un filtro da 0,22 micron.

Per preparare il Methylene Blue Counterstain, aggiungere 5 ml di soluzione di blu di metilene a
45 ml di acqua deionizzata. Mescolare bene. Preparare una nuova soluzione ogni giorno.

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

Precauzioni

Gli IVD inclusi in questo 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 I'acuita visiva
necessari a distinguere i colori e altri oggetti al microscopio.

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

Procedura

Raccolta dei campioni

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

I campioni possono essere conservati con EDTA o eparina. Una volta fissati, i vetrini possono
essere conservati a temperatura ambiente per almeno 2 settimane. Se si devono isolare cellule
mononucleate utilizzando HISTOPAQUE®-1077, eseguire la separazione entro 4 ore, anche se
dopo 24 ore ¢ stato osservato un discreto recupero.! Non & consigliabile utilizzare per queste
procedure strisci ematici, in particolare quelli provenienti da individui leucopenici, poiché I'esame
di questo materiale ¢ piuttosto dispendioso in termini di tempo. Meglio utilizzare preparazioni con
citocentrifuga o buffy coat. Gli strisci midollari e i preparati ottenuti per apposizione di tessuti non
creano problemi per quanto riguarda la valutazione microscopica.

Note
Ciascun test deve includere cellule di donatori sani.

Le cellule isolate su gradienti di polisaccarosio-diatrizoato di sodio possono essere conservate in
azoto liquido (LN,) a fini di controllo. Per farlo, congelare 1 x 107 - 10® cellule a 1+0,3 °C al minuto
in un terreno di coltura contenente 50% di siero fetale bovino, 40% di RPMI-1640 (o altri fluidi
per coltura tissutale appropriati) e 10% di dimetilsolfossido (DMSO). Le cellule possono essere
conservate nella fase liquida o vapore di LN,.

Esaminare i vetrini con ingrandimento 1000X. I filtri al didimio possono migliorare il colore,
in particolare della colorazione diffusa a-NB.

Procedura

1. Preriscaldare la soluzione di tampone di fosfato a 37 °C.

2. Subito prima della fissazione, aggiungere 1,5 ml di soluzione di compresse di nitrito di sodio
a 1,5 ml di soluzione di pararosanilina. Mescolare delicatamente per inversione e lasciare
riposare per almeno 5 minuti, quindi aggiungere a 40 ml di soluzione di tampone di fosfato
preriscaldata.

3. Aggiungere 5 ml di soluzione di a-naftil butirrato.

4. Mescolare bene e versare in una vaschetta tipo Coplin. Si ottiene cosi una soluzione di colore
ambra. La formazione di precipitato indica il deterioramento del reagente.

5. Fissare i vetrini nel fissativo a base di citrato-acetone-formaldeide per 10 secondi, a
temperatura ambiente (18-26 °C). Sciacquare con acqua deionizzata per 45 secondi. Non far
asciugare i vetrini.

6. Subito dopo averli risciacquati, immergere i vetrini nella soluzione preparata come indicato
al punto 4 e incubare a 37 °C per 1 ora. Nota: se dopo la fissazione i vetrini non vengono
immersi nella soluzione di incubazione, lasciarli asciugare all'aria per almeno 45 minuti.

7. Dopo 1 ora rimuovere i vetrini dalla vaschetta tipo Coplin e sciacquarli per 2-3 minuti con
acqua corrente. Scartare la soluzione colorante.

8. Lasciare asciugare all'aria i vetrini per almeno 15 minuti prima della controcolorazione.

9. Controcolorare per 5 minuti con controcolorante blu di metilene.

10. Sciacquare con acqua deionizzata.

Caratteristiche prestazionali

1l pattern di colorazione focale (a punti) osservato in alcuni linfociti & associato a linfociti T
maturi con presenza di recettori Fc per IgM. Questa sottopopolazione si sovrappone in una certa
misura alla popolazione di cellule T helper, ma non € una misura accurata della funzione helper.
La colorazione diffusa o granulare dei linfociti esprime i recettori per la porzione Fc di IgG e si
sovrappone in qualche misura alla popolazione di cellule T suppressor.

Se i risultati osservati differiscono dai risultati attesi, rivolgersi al servizio di assistenza tecnica
di Sigma-Aldrich.
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Caratteristiche di prestazione analitica Bibliografia
I risultati delle prestazioni analitiche per i test dati condotti su tutte le strutture target confermano una 1. Zito DR, Johnson KL, Skipper ME, Normansell DE: Isolation of mononuclear cells from the whole
sensibilita, specificita e ripetibilita del 100%. blood: Comparison of two media. Lab Med 17:94, 1986.
N.di  Descrizione del Target Specificita Sensibilita Specificita Sensibilita Recapiti
cat. prodotto intra- intra- inter- inter- Per effettuare un ordine, visitare il nostro sito web all'indirizzo SigmaAldrich.com. Per il servizio di
23 assistenza tecnica, visitare I'apposita pagina dedicata sul nostro sito web all'indirizzo
Soluzione di a-naftil  Sedi di SigmaAldrich.com/techservice.
1801 butirrato Attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
Soluzione di Sedi di i isi i
1804 pararosaniina hvith 3su3 3su3 3su3 3su3 Cronologia delle revisioni
Compresse di nitrito ~ Sedi di
1809 di sodio attivita 3su3 3su3 3su3 3su3 Rev. 3.0 2014
915 Soluzione di citrato astet?\;ltdal 3su3 3su3 3su3 3su3 Rev. 4.0 2016
) Sedi di Rev. 5.0 2023
1805  Tampone di fosfato Attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
- - - — Trasferito a un nuovo modello con il marchio attuale. Specificato "per uso professionale"
1808 S°|UZ'°nt‘?| di blu di Stet‘dl'sl 3su3 3su3 3su3 3su3 nelle sezioni "Uso previsto" e "Precauzioni”. Spostata I'espressione "ausilio per la
metilene attivita diagnosi" nella sezione "Uso previsto". Modificata la sezione "Uso previsto" per
: : allinearla alle linee guida dell'IVDR. Modificato "scheda dati di sicurezza dei materiali" in
Avvertenze e perlcoll "scheda dati di sicurezza". Aggiornati i recapiti. Eliminate le istruzioni per conformarsi
Per informazioni aggiornate su rischi, precauzioni e sicurezza, consultare la scheda dati di sicurezza e allo standard CLSI per la raccolta dei campioni. Sostituita I, |qd|caz!one d.ella.normal .
I'etichetta del prodotto. EN 980 con quella della norma EN ISO 15223-1:2021 per i simboli. Aggiunti recapiti

da contattare in caso di eventi avversi. Aggiunta la sezione "Avvertenze e pericoli".

: I I I I Rimossi i riferimenti kit 181A. Aggiunta informazione per Mandatario in Svizzera.

H226 Liquido e vapore infiammabili.

H272 Puo aggravare un incendio; comburente.

H290 Puo essere corrosivo per i metalli.

H301 Tossico se ingerito.

H312 + H332 Nocivo per contatto con la pelle o se inalato.
H315 Provoca irritazione cutanea.

H319 Provoca grave irritazione oculare.

H335 Puo irritare le vie respiratorie.

H350 Puo provocare il cancro.

H370 Provoca danni agli organi (occhi).

H400 Molto tossico per gli organismi acquatici.

P210 Tenere lontano da fonti di calore, superfici riscaldate, scintille, famme 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.

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

Data di scadenza Dispositivo medico-diagnostico

in vitro
Limite di temperatura & Attenzione
Data di fabbricazione % Importatore Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271
E Mandatario in Svizzera 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

L'iniziale "M" e Sigma-Aldrich sono marchi commerciali di Merck KGaA, Darmstadt, Germania o delle sue affiliate.
Tutti gli altri marchi commerciali sono di proprieta dei rispettivi proprietari. Informazioni dettagliate sui marchi
sono disponibili tramite risorse accessibili pubblicamente.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Instrucciones de uso

Kit de a-naftil butirato esterasa
de linfocitos

Procedimiento n.° 181

Ce MRRCK

Uso previsto

El kit de a-naftil butirato esterasa de linfocitos esta pensado para su uso como tincidn histoquimica
general de laboratorio para la deteccion de a-naftil butirato esterasa en sangre, peliculas de médula
dsea y en improntas de tejidos. El kit de a-naftil butirato esterasa de linfocitos es para

“uso diagnositico in vitro”. Solo para uso profesional. Los datos obtenidos mediante este
procedimiento manual y cualitativo solo sirven como ayuda en el diagndstico de muestras humanas
y deben revisarse junto con otras pruebas o informacion de diagndstico clinico.

La reaccion indicada a continuacion para la a-naftil butirato esterasa también demostrara la
actividad inespecifica de la esterasa en monocitos y macréfagos. Para ello, existen varios métodos
diferentes. El método que se indica a continuacién no es especifico para monocitos y macréfagos,
ya que el pH del medio de incubacién se ha ajustado para mostrar un patrén de tincién focal

(de puntos) en algunos linfocitos. El procedimiento de la a-naftil butirato esterasa es menos
sensible que el de la a-naftil acetato esterasa. Para los procedimientos mas sensibles a los
monocitos, Sigma ofrece dos kits de esterasa, nimeros de catadlogo 90A1 y 91A. Estos kits también
incluyen instrucciones para la demostracion de la a-naftil acetato esterasa con inhibicién por fltor.

Segun las técnicas de Sigma-Aldrich, las preparaciones o ldminas de citocentrifuga se fijan en
una solucioén de citrato-acetona-formaldehido. La a-naftil butirato esterasa se visualiza entonces
mediante los siguientes principios de captura simulténea.

a-naftil butirato esterasa

a-NB
a-naftil butirato Hexazotizado Compl_e]o msolu_ble-cron’nogemco
a-naftil-HPR (rojo-marroén)

Pararrosanilina

Reactivos

Solucién de a-naftil butirato (N.° de cat. 1801-50ML)
a-naftil butirato, 2,4 g/, en soluciéon de metanol con solubilizantes

Solucién de pararrosanilina (N.° de cat. 1804-15ML)

Pararrosanilina, 40 g/I, C.I. 42500, en &cido clorhidrico 2 mol/I. Peligro. Provoca irritacion cutanea.
Provoca irritacion ocular grave. Puede irritar las vias respiratorias. Puede provocar cancer. Evitar
respirar polvos/humos/gases/nieblas/vapores/aerosoles.

Comprimidos de nitrito de sodio (N.° de cat. 1809-10TAB)

Nitrito de sodio, 250-260 mg por comprimido. Peligro. Puede agravar un incendio; comburente.
Téxico en caso de ingestion. Provoca irritacion ocular grave. Muy téxico para los organismos
acuaticos. Mantener o almacenar alejado de la ropa y otros materiales combustibles. No dispersar
en el medio ambiente. EN CASO DE INGESTION: Llamar inmediatamente a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA o a un médico.

Solucién de citrato (N.° de cat. 915-50ML)
Acido citrico, 18 mmol/I, citrato de sodio, 9 mmol/I, cloruro de sodio, 12 mmol/I, y tensioactivo.
El pH debe ser de 3,6 £ 0,1.

Solucién amortiguadora con fosfato (N.° de cat. 1805-1VL)
Fosfato de sodio, 59,6 mM, fosfato de potasio, 7,1 mM.

Solucién de azul de metileno (N.° de cat. 1808-50ML)
Azul de metileno, C.I. 52015, al 1,4 % (p/v) en etanol al 95 %.

Material especial necesario pero no suministrado
e Acetona, reactivo ACS

e Formaldehido al 37 %

e Bafio de agua que puede mantener 37 °C protegido de la luz
Almacenamiento y estabilidad

Almacenar la solucion de a-naftil butirato en el congelador por debajo de 0 °C. Calentar la solucion
a 37 °C y mezclarla bien antes de usarla. Descartar si los reactivos se vuelven amarillos o si se
forma un precipitado.

Almacenar la solucion de pararrosanilina, la solucién amortiguadora de fosfato, los comprimidos de
nitrito de sodio y la solucion de azul de metileno a temperatura ambiente (18-26 °C) protegidos de
la luz.

Almacene la solucién de comprimidos de nitrito de sodio y la solucién amortiguadora de fosfato en
el frigorifico (2-8 °C).

Las etiquetas de los reactivos indican la fecha de caducidad.
La solucion de citrato es adecuada para su uso en ausencia de crecimiento microbiano.

Deterioro

Desechar la solucién de a-naftil butirato si el reactivo se vuelven de color amarillo brillante o si se
forma un precipitado.

Desechar la solucion de pararrosanilina si la solucién no se vuelve dmbar al afiadir la solucién de
comprimidos de nitrito de sodio.

La solucién amortiguadora de fosfato debe desecharse si se produce turbidez.

Preparacion

Caliente la solucién de a-naftil butirato a 37 °C. La solucién de comprimidos de nitrito de sodio,

4 g/dl, se prepara disolviendo 1 comprimido en 6,25 ml de agua desionizada. Conservar esta
solucién bien tapada a 2-8 °C. Calentar hasta la temperatura ambiente antes de su uso. Desechar
si presenta turbidez.

La solucién amortiguadora de fosfato se prepara disolviendo el contenido del amortiguador de
fosfato en 500 ml de agua desionizada. El amortiguador tiene una concentracién de 0,067 mol/I,
pH 7,7 a 25 °C. Conservar en el frigorifico (2-8 °C). Descartar si el crecimiento microbiano

es evidente.

Nota

El crecimiento microbiano se puede retardar mediante filtracion a través de una unidad de filtro de
0,22 micras.

La contratincion con azul de metileno se prepara afiadiendo 5 ml de solucién de azul de metileno a
45 ml de agua desionizada. Mezclar bien. Preparar solucién nueva diariamente.

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). Calentar a 18-26 °C antes de usar. Estable si se almacena bien tapado en

el frigorifico.

Precauciones

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

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

Procedimiento

Recogida de la muestra

Ningtin 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.

Las muestras pueden recogerse en EDTA o en heparina. Tras la fijacion, los portaobjetos pueden
conservarse a temperatura ambiente durante al menos 2 semanas. Si se van a aislar células
mononucleares utilizando HISTOPAQUE®-1077, la separacion debe realizarse dentro de las 4 horas
siguientes, aunque se ha observado una buena recuperacion después de 24 horas.! Las laminas de
sangre, particularmente de personas leucopénicas, no se recomiendan para estos procedimientos,
ya que la evaluacion de este material lleva bastante tiempo. Se debe emplear la citocentrifuga o
preparaciones de capa leucoplaquetaria. Las laminas de médula 6sea y las improntas citoldgicas de
tejidos no plantean problemas en lo que respecta a la evaluacion microscopica.

Notas
En cada prueba, deben incluirse células de donantes sanos.

Las células aisladas en gradientes de polisucrosa y diatrizoato de sodio pueden almacenarse en
nitrégeno liquido (LN,) para su control. Para ello, se congelan 1 x 107 - 10® células a 1 £0,3 °C por
minuto en un medio que contiene 50 % de suero de ternera fetal, 40 % de RPMI-1640 (u otros
liquidos de cultivo de tejido apropiados) y 10 % de dimetilsulfoxido (DMSO). Pueden almacenarse
en la fase liquida o de vapor de LN,.

Los portaobjetos deben evaluarse con un aumento de 1000X. Los filtros de didimio pueden realzar
el color particularmente de la tincién difusa a-NB.

Procedimiento

1. Precalentar la solucién amortiguadora de fosfato hasta los 37 °C.

2. Inmediatamente antes de la fijacion, afiadir 1,5 ml de solucién de comprimidos de nitrito
de sodio a 1,5 ml de solucién de pararrosanilina. Mezclar suavemente por inversion y dejar
reposar al menos 5 minutos, y luego afiadir a 40 ml de solucién amortiguadora de
fosfato precalentada.

3. Afadir 5 ml de solucién de a-naftil butirato.

4. Mezclar bien y verter en el frasco Coplin. La solucién sera de color ambar. La formacion de un
precipitado indica el deterioro del reactivo.

5. Fijar los portaobjetos durante 10 segundos en fijador de citrato-acetona-formaldehido a
temperatura ambiente (18-26 °C). Aclarar en agua desionizada durante 45 segundos.

No dejar que los portaobjetos se sequen.

6. Inmediatamente después del enjuague, colocar los portaobjetos en la solucion del paso 4 e
incubar 1 hora a 37 °C. Nota: Si los portaobjetos no se colocan en la solucién de incubacién
después de la fijacion, deben dejarse secar al aire durante al menos 45 minutos.

7. Después de 1 hora, retirar los portaobjetos del frasco Coplin y enjuagar durante 2 o 3 minutos
en agua corriente del grifo. Desechar la solucién de tincion.

8. Dejar que los portaobjetos se sequen al aire por lo menos 15 minutos antes de la contratincion.

9. Realizar una contratincion de 5 minutos en azul de metileno.

10. Aclarar con agua desionizada.

Caracteristicas de funcionamiento

El patrén de tincion focal (por puntos) observado en algunos linfocitos se asocia con linfocitos T
maduros que tienen receptores Fc para IgM. Este subconjunto se superpone a la poblacion de
linfocitos T auxiliares en cierta medida, pero no es una medida precisa de la funcién auxiliar. Los
linfocitos de tincion difusa o granular tienen receptores para la porcion Fc de la IgG y se superponen
en cierta medida a la poblacion de linfocitos T supresores.

Si los resultados observados varian de los esperados, péngase en contacto con el Servicio técnico
de Sigma-Aldrich.
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Caracteristicas de funcionamiento analitico Historial de revisiones
Los resultados del funcionamiento analitico de las pruebas realizadas en todas las estructuras objetivo
confirman una sensibilidad, especificidad y repetibilidad del 100 %. Rev. 3.0 2014
P — I I I Rev. 4.0 2016
N.° de Descripcion del Objetivo Esp icidad S bilidad Esp dad S bilidad
cat. producto intraensayo intraensayo interensayo interensayo Rev. 5.0 2023
Solucion de Lugares de
1801 a-naftil butirato actividad 3de3 3de3 3de3 3de3 Transferido a la nueva plantilla con la marca actual. Especificado para uso profesional
Solucién de Lugares de en uso previsto y precauciones. Se ha movido la declaracion de ayuda al diagndstico al
1804 pararrosanilina actividad 3de3 3de3 3de3 3de3

uso previsto. Se ha revisado el uso previsto para adaptarlo a las directrices europeas
sobre DIV. Se ha actualizado la ficha de datos de seguridad del material a la ficha de

1809 Comprimidos de  Lugares de

nitrito de sodio actividad 3de3 3de3 3de3 3de3 datos de seguridad. Se ha actualizado la informacién de contacto. Se ha eliminado
Lugares de la instruccion de seguir el CLSI para la recogida de muestras. Se ha eliminado la
915  Solucidn de citrato agtividad 3de3 3de3 3de3 3de3

norma EN 980 y se ha cambiado a la norma EN ISO 15223-1:2021 en los simbolos.

Solucion Se ha afiadido la informacién de contacto en caso de acontecimientos adversos. Se
Lugares de

1805 amortiguadora i 3de3 3de3 3de3 3de3 han aﬁad_k’:lo advertencias~y p_eligros. Se han suprimido las referencias al kit 181A.
de fosfato activida Informacion del CH-REP afiadida.
Solucion de azul  Lugares de
1808 de metileno actividad 3de3 3de3 3de3 3de3

Advertencias y peligros

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

SOHPO

H226 Liquido y vapores inflamables.

H272 Puede agravar un incendio; comburente.
H290 Puede ser corrosiva para los metales.
H301 Téxico en caso de ingestion.

H312 + H332 Nocivo en contacto con la piel o si se inhala.
H315 Provoca irritacion cuténea.

H319 Provoca irritacién ocular grave.

H335 Puede irritar las vias respiratorias.

H350 Puede provocar cancer.

H370 Provoca dafios en los 6rganos (0jos).
H400 Muy toxico para los organismos acuaticos.

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 proteccién/equipo de proteccion para los ojos/la cara.

P301 + P310 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 €n reposo en una posicién confortable para respirar. Llamar a un CENTRO DE
INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico si la persona no se encuentra bien.

Si durante el uso de este dispositivo o como resultado de su uso, se produce un

incidente grave, informelo 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

‘ Fabricante Numero de catdlogo

[E] Consultar instrucciones de uso Cddigo de lote

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

Representante autorizado en la c E
Comunidad Europea/Unién Europea

Dispositivo médico de

Fecha de caducidad ; P
diagnéstico in vitro

Precaucion

<
,ﬂ’ Limite de temperatura
]

@[3

., Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
Fecha de fabricacion Importador u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 @ 64271
St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
Representante autorizado en Suiza an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

Referencias MDSS CH GmbH
1. Zito DR, Johnson KL, Skipper ME, Normansell DE: Isolation of mononuclear cells from the whole Laurenzenvorstadt 61
blood: Comparison of two media. Lab Med 17:87, 1986 5000 Aarau
-z Switzerland
Informacion de contacto

Para hacer un pedido, visite nuestro sitio web en SigmaAldrich.com. Para solicitar el Servicio técnico,

visite la pagina de servicio técnico en nuestro sitio web en SigmaAldrich.com/techservice.
La M inicial y Sigma-Aldrich son marcas comerciales registradas de Merck KGaA, Darmstadt, Alemania o sus
filiales. Todas las demas marcas comerciales son propiedad de sus respectivos duefios. Puede consultarse la
informacion detallada sobre las marcas comerciales en recursos accesibles al publico.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

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

Lymfocyt-a-naphthylbutyrateste-
rase-seet

Procedure nr. 181

Ce MRRCK

Tilsigtet brug

Lymfocyt-a-naphthylbutyratesterase-saettet er beregnet til brug som en histokemisk farvning

til almindelig laboratoriebrug med henblik pd pavisning af a-naphthylbutyratesterase i blod,
knoglemarvsfilm og vaevsbergringspraeparater. Lymphocyte a-Naphthyl Butyrate Esterase Kit er
beregnet til "in vitro-diagnostisk brug". Kun til professionel brug. Dataene, som opnds med denne
manuelle kvalitative procedure, tjener udelukkende som en hjzelp ved diagnosticering af humane
prgver og skal gennemgés i sammenhaeng med andre kliniske, diagnostiske tests eller oplysninger.

Reaktionen, som er anfert nedenfor for a-naphthylbutyratesterase, vil ogsd pavise uspecifik
esteraseaktivitet i monocytter og makrofager. Der findes flere forskellige metoder til dette

form8l. Metoden, der er anfgrt nedenfor, er ikke specifik for monocytter og makrofager,

eftersom inkubationsmediets pH-vaerdi er blevet justeret for at vise et fokalt (prikket)
farvningsmgnster i visse lymfocytter. a-naphthylbutyratesterase-proceduren er mindre sensitiv end
a-naphthylacetatesterase-proceduren. Til procedurer, der er mere sensitive over for monocytter,
tilbyder Sigma to esterase-saet, katalognr. 90A1 og 91A. Disse st inkluderer desuden anvisninger i
pdvisning af a-naphthylacetatesterase med fluoridinhibering.

Cytocentrifugepraeparater eller -film fikseres i en citrat-acetone-formaldehydoplgsning i henhold til
teknikker fra Sigma-Aldrich. a-naphthylbutyratesterase visualiseres derefter ved brug af folgende
samtidige indfangningsprincipper.

a-naphthylbutyratesterase

a-NB
Hexazotiseret ~ Uoplgseligt, kromogent a-naphthyl-

a-naphthylbutyrat HPR-kompleks (redbrunt)

Pararosanilin

Reagenser
a-naphthylbutyrat-oplgsning (kat.nr. 1801-50ML)
a-naphthylbutyrat, 2,4 g/l, i metanoloplgsning med oplgsende stoffer.

Pararosanilinoplgsning (kat.nr. 1804-15ML)

Pararosanilin, 40 g/l, CI 42500, i 2 mol/I saltsyre. Fare. For&rsager hudirritation. Fordrsager alvorlig
gjenirritation. Kan for8rsage irritation af luftvejene. Kan fremkalde kraeft. Undgd ind&nding af
pulver/rgg/gas/tdge/damp/spray.

Natriumnitrit-tabletter (kat.nr. 1809-10TAB)

Natriumnitrit, 250-260 mg pr. tablet. Fare. Kan forstaerke brand, brandnaerende. Giftig ved
indtagelse. Fordrsager alvorlig gjenirritation. Meget giftig for vandlevende organismer. Holdes/
opbevares veek fra beklaedningsgenstande/braendbare materialer. Undgd udledning til miljget.
VED INDTAGELSE: Ring omg8ende til en GIFTINFORMATION eller en lzege.

Citratoplgsning (kat.nr. 915-50ML)
Citronsyre, 18 mmol/l, natriumcitrat, 9 mmol/I, natriumchlorid, 12 mmol/l, og overfladeaktivt stof.
pH skal veere 3,6 +0,1.

Fosfatbuffer (kat.nr. 1805-1VL)
Natriumfosfat, 59,6 mM, kaliumfosfat, 7,1 mM.

Methylenblat-oplgsning (kat.nr. 1808-50ML)
Methylenbldt, CI 52015, 1,4 % (vaegt/vol.) i 95 % ethanol.

Szerlige materialer, som er pakreevede, men ikke medfglger

e Acetone, ACS-reagens
e Formaldehyd, 37 %
« Vandbad, som kan holde 37 °C, afskaermet mod lys

Opbevaring og stabilitet

a-naphthylbutyratoplgsning skal opbevares i en fryser ved under 0 °C. Opvarm oplgsningen til
37 °C, og bland godt inden brug. Skal kasseres, hvis reagenserne bliver gule, eller hvis der dannes
bundfald.

Pararosanilinoplesning, fosfatbuffer, natriumnitrit-tabletter og methylenbldt-oplgsning skal
opbevares ved stuetemperatur (18-26 °C) beskyttet mod lys.

Natriumnitrit-tabletoplgsning og fosfatbufferoplgsning skal opbevares pa kgl (2-8 °C).
Reagensmaerkaterne er forsynet med udlgbsdato.

Citratoplgsning er egnet til brug ved fraveer af mikrobiel vaekst.

Forringelse

a-naphthylbutyratoplgsning skal kasseres, hvis reagenserne bliver gule, eller hvis der dannes bundfald.

Pararosanilinoplgsning skal kasseres, hvis oplgsningen ikke bliver ravgul ved tilssetning af
natriumnitrit-tabletoplgsning.

Fosfatbufferoplgsning skal kasseres, hvis der udvikles uklarhed.

Forberedelse

Opvarm a-naphthylbutyratoplgsning til 37 °C. Natriumnitrit-tabletoplgsning, 4 g/dl, fremstilles
ved at oplgse 1 tablet i 6,25 ml demineraliseret vand. Opbevar denne oplgsning teet tillukket ved
2-8 °C. Opvarm til stuetemperatur inden brug. Skal bortskaffes, hvis der opstar uklarheder.

Fosfatbufferoplgsning fremstilles ved at oplgse indholdet af fosfatbuffer i 500 ml demineraliseret
vand. Buffer har en koncentration p& 0,067 mol/l, pH 7,7, ved 25 °C. Opbevares i kgleskab
(2-8 °C). Skal bortskaffes, hvis der er tydelig mikrobiel vaekst.

Bemaerk
Mikrobiel vaekst kan forsinkes ved filtrering gennem en 0,22 mikron-filterenhed.

Methylenbld kontrastfarve fremstilles ved at tilszette 5 ml methylenbldt-oplgsning til 45 ml
demineraliseret vand. Bland grundigt. Forbered en frisk oplgsning dagligt.

Citrat-acetone-formaldehydfiksativ: Til 25 ml citratoplgsning tilseettes 65 ml acetone og 8 ml
37 % formaldehyd. Anbring i en glasflaske, og stram I8get godt til. Opbevares i kgleskab (2-8 °C).
Opvarm til 18-26 °C fgr brug. Stabil ved teet tillukket opbevaring i kgleskab.

Forsigtighedsregler

IVD'erne, der er inkluderet i dette saet, er beregnet til in vitro-diagnostisk brug i et klinisk
laboratoriemiljg. Disse IVD'er er udelukkende beregnet til professionel brug udfgrt af kvalificeret
personale. IVD'er fra Sigma-Aldrich kan benyttes af laboratoriepersonale, som er uddannet til at
h&ndtere potentielt smittefarlige humane prgver, bruge mikroskoper og andet laboratorieudstyr
og har en farveopfattelse og synsstyrke, som ggr dem i stand til at skelne mellem farver og andre
genstande under et mikroskop.

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

Procedure

Prgveindsamling

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

Prgver kan indsamles i enten EDTA eller heparin. Efter fiksering kan objektglassene opbevares

ved stuetemperatur i mindst 2 uger. Hvis mononukleaere celler skal isoleres ved brug af
HISTOPAQUE®-1077, skal separation udfgres inden for 4 timer, selvom rimelig indhentning er blevet
bemaerket efter 24 timer.! Blodfilm, iseer fra personer med leukopeni, frar@des til brug til disse
procedurer, da evaluering af dette materiale er ret tidskraeevende. Der skal anvendes cytocentrifuge-
eller buffy coat-praeparater. Knoglemarvsfilm og vaevsbergringspraeparater udger ingen problemer
med hensyn til mikroskopisk evaluering.

Bemaerkninger
Celler fra raske donorer skal inkluderes i hver test.

Celler, som er isoleret p& polysaccharose-natriumdiatrizoat-gradienter, kan opbevares i flydende
nitrogen (LN,) til kontrolform8l. For at opnd dette fryses 1 x 107 - 10° celler ved 1 0,3 °C pr. minut
i et medium, som indeholder 50 % fgtalt kalveserum, 40 % RPMI-1640 (eller andre passende
vaevskulturvaesker) og 10 % dimethylsulfoxid (DMSO). De kan opbevares i enten vaeske- eller
dampfasen af LN,.

Objektglassene skal evalueres ved brug af en 1000X forstgrrelse. Dydimium-filtre kan forbedre
farven, iseer den diffuse a-NB-farvning.

Procedure

1. Forvarm fosfatbufferoplgsningen til 37 °C.

2. Umiddelbart inden fiksering tilseettes 1,5 ml natriumnitrit-tabletoplgsning til 1,5 ml

pararosanilinoplgsning. Bland oplgsningen forsigtigt ved at vende op og ned, lad den st8 i

mindst 5 minutter, og tilseet derefter til 40 ml forvarmet fosfatbufferoplgsning.

Tilseet 5 ml a-naphthylbutyratoplgsning.

4. Bland oplgsningen godt, og heeld den i en Coplin-sk&l. Oplgsningen vil vaere ravgul. Dannelse
af bundfald er tegn pd reagensforringelse.

5. Fikser objektglassene i 10 sekunder i citrat-acetone-formaldehydfiksativ ved stuetemperatur
(18-26 °C). Skyl i demineraliseret vand i 45 sekunder. Lad ikke objektglassene tarre.

6. Placer objektglassene i oplgsningen fra trin 4 umiddelbart efter skylning, og inkuber i 1 time
ved 37 °C. Bemaerk: Hvis objektglassene ikke placeres i inkubationsoplgsning efter fiksering,
skal de have tid til at lufttgrre i mindst 45 minutter.

7. Efter 1 time fijernes objektglassene fra Coplin-skélen og skylles i 2-3 minutter i rindende
postevand. Bortskaf farvningsoplgsningen.

8. Lad objektglassene lufttgrre mindst 15 minutter, inden de kontrastfarves.

9. Kontrastfarv i 5 minutter i methylenbld kontrastfarve.

10. Skyl i demineraliseret vand.

Praestationskarakteristika

Det fokale (prikkede) farvningsmgnster, som observeres i visse lymfocytter, er forbundet med
modne T-celler, der baerer Fc-receptorer for IgM. Denne undergruppe overlapper til en vis grad
T-hjeelpercellepopulationen, men er ikke et ngjagtigt mél for hjeelperfunktion. De diffust eller
granulzert farvede lymfocytter baerer receptorer til Fc-delen af IgG og overlapper til en vis grad
T-suppressorcellepopulationen.

w

Kontakt Sigma-Aldrich teknisk 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 udfgrt pd alle mlstrukturer, bekreefter
100 % sensitivitet, specificitet og repeterbarhed.

Kat. Produkt- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. beskrivelse inden for inden for mellem mellem
analyse analyse analyser analyser
a-naphthylbutyrat- Aktivitets-
1801 oplgsning steder 3af3 3af3 3af3 3af 3
Pararosanilin- Aktivitets-
1804 oplosning steder 3af3 3af 3 3af3 3af 3
Natriumnitrit- Aktivitets-
1809 tabletter steder 3af3 3af3 3af3 3af3
; . Aktivitets-
915 Citratoplgsning steder 3af3 3af3 3af 3 3af3
Aktivitets-
1805 Fosfatbuffer steder 3af3 3af3 3af 3 3af3
1808 Methylenbldt- Aktivitets- 3af3 3af3 3af3 3af3

oplgsning steder
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Advarsler og farer

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

SOHPO

H226 Brandfarlig veeske og damp.

H272 Kan forsteerke brand, brandnzerende.
H290 Kan eetse metaller.

H301 Giftig ved indtagelse.

H312 + H332 Farlig ved hudkontakt eller ved inddnding.
H315 Fordrsager hudirritation.

H319 Fordrsager alvorlig gjenirritation.

H335 Kan for8rsage irritation af luftvejene.
H350 Kan fremkalde kreeft.

H370 Fordrsager organskader (gjne).

H400 Meget giftig for vandlevende organismer.

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

P273 Undg8 udledning til miljget.
P280 Bzer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.
P301 + P310 I TILFAELDE AF INDTAGELSE: Ring omgéende 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 sgrg for, at
vejrtraekningen lettes. Kontakt GIFTLINJEN/en laege i tilfselde af ubehag.

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

u Producent

&
|

E Katalognummer

Se brugsanvisningen Batchkode
Autoriseret repraesentant i Den Europaeiske Unions
Det Europeeiske Fzellesskab/ c E overensstemmelseserklaering
Den Europaeiske Union (defineret i IVDR 2017/746)
. Medicinsk udstyr til in vitro-
g Sidste anvendelsesdato diagnostik
,i’ Temperaturgraense A Forsigtig
@ Fremstillingsdato % Importer
Angiver autoriseret repraesentant
i Schweiz
Referencer
1. Zito DR, Johnson KL, Skipper ME, Normansell DE: Isolation of mononuclear cells from the whole
blood: Comparison of two media. Lab Med 17:94, 1986
Kontaktoplysninger

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

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

Overfort til ny skabelon med nuvaerende branding. Specificeret til professionel
brug under tilsigtet brug og forsigtighedsregler. Flyttet udtalelse om hjzelp ved

diagnosticering til tilsigtet brug. Revideret tilsigtet brug for at tilpasse til IVDR- Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
retningslinjer. Opdateret materialesikkerhedsdatablad til sikkerhedsdatablad. Opdateret 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271
kontaktoplysninger. Fjernet instruks om at fglge CLSI vedrgrende prgveindsamling. St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
Fjernet EN 980 og andret til EN ISO 15223-1:2021 for symboler. Tilfgjet an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany
kontaktoplysninger i tilfeelde af ugnskede haendelser. Tilfgjet advarsler og farer. Fjernet Darmstadt, Germany

henvisninger til 181A-sat. Tilfgjet information om repraesentant i Schweiz. +1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau
Switzerland

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

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

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



Rev. 5.0, 91744-LS, 2023

Sigma-Aldrich.

Bruksanvisning

Lymfocyt a-naftylbutyratesteras-
sats

Forfarande nr. 181

Ce MRRCK

Avsedd anvandning

Lymfocyt a-naftylbutyratesteras-sats ar avsedd att anvédndas som en allman histokemisk fargning
i laboratorier for detektering av a-naftylbutyratesteras i blod, benmaérgsfilmer och preparat

for berdring av vavnader. Lymfocyt a-naftylbutyratesteras-satsen ar for “in vitro-diagnostisk
anvandning”. Endast for yrkesmassigt bruk. Data som erhdllits genom detta manuella, kvalitativa
forfarande tjénar endast som ett hjédlpmedel for diagnos av ménskliga prover och bér granskas i
kombination med andra kliniska diagnostiska tester eller annan information.

Reaktionen listad nedan for a-naftylbutyratesteras kommer ocksa att visa ospecifik esterasaktivitet
i monocyter och makrofager. Flera olika metoder finns tillgangliga for detta &ndamal. Metoden som
listas nedan &r inte specifik for monocyter och makrofager eftersom pH i inkubationsmediet har
justerats for att visa ett fokalt (prick-)fargningsmonster i vissa lymfocyter. a-naftylbutyratesteraset
ar mindre kansligt an forfarandet for a-naftylacetatesteraset. For forfaranden som &r mer kansliga
for monocyter erbjuder Sigma tvé esterassatser, katalognummer 90A1 och 91A. Dessa satser
innehaller ocksd instruktioner for demonstration av a-naftylacetatesteras med fluoridinhibering.

Enligt Sigma-Aldrich-tekniker fixeras cytocentrifugpreparat eller filmer i en citrat-aceton-
formaldehydlésning. A-naftylbutyratesteras visualiseras sedan genom féljande principer for
simultan infangning.

a-naftylbutyratesteras

a-NB
Hexazotiserad  Olosligt-kromogent a-naftyl-HPR-

a-naftylbutyrat komplex (réd-brunt)

Pararosanilin

Reagenser
a-naftylbutyratlosning (kat.-nr. 1801-50ML)
a-naftylbutyrat, 2,4 g/l, i metanollésning med solubiliseringsmedel

Pararosanilinlosning (kat.-nr. 1804-15ML)

Pararosanilin, 40 g/I, CI 42500, i 2 mol/| saltsyra. Fara. Orsakar hudirritation. Orsakar allvarlig
ogonirritation. Kan orsaka irritation i luftvdgarna. Kan orsaka cancer. Andas inte in damm/rék/gas/
dimma/angor/spray.

Natriumnitrittabletter (kat.-nr. 1809-10TAB)

Natriumnitrit, 250-260 mg per tablett. Fara. Kan intensifiera eld; oxidationsmedel. Giftigt vid
fortaring. Orsakar allvarlig 6gonirritation. Mycket giftigt for vattenlevande organismer. Hall borta
frén klader/brannbara material. Undvik utslapp i miljon. VID FORTARING: Ring omedelbart till
GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller lakare.

Citratlosning (kat.-nr. 915-50ML)
Citronsyra, 18 mmol/l, natriumcitrat, 9 mmol/Il, natriumklorid, 12 mmol/I och ytaktivt &mne pH bor
vara 3,6 £ 0,1.

Fosfatbuffert (kat.-nr. 1805-1VL)
Natriumfosfat, 59,6 mM, kaliumfosfat, 7,1 mM.

Metylenblatt-16sning (kat.-nr 1808-50ML)
Metylenbldtt, CI 52015, 1,4 % (vikt/volym) i 95 % etanol

Sarskilt materiel som krévs men inte tillhandahalls
e Aceton, ACS-reagens

e Formaldehyd 37 %

o Vattenbad som kan hélla 37 °C avskarmat frén ljus

Forvaring och hallbarhet

Forvara a-naftylbutyratldsningar i frysen under 0 °C. Varm Isningar till 37 °C och blanda val fore
anvandning. Kassera om reagenserna gulnar eller om féllningar bildas.

Férvara pararosanilinlosning, fosfatbuffert, natriumnitrittabletter och metylenbldttlésning i
rumstemperatur (18-26 °C) skyddat fran ljus.

Forvara natriumnitrittablettlésningar och fosfatbuffertlésningar i kylskép (2-8 °C).

Utgéngsdatum finns p& reagensmarkningen.

Citratlésning ar lamplig for anvandning i franvaro av mikrobiell tillvéxt.

Férsamring

Kassera a-naftylbutyratiésningar om reagensen blir klargul eller om utféllningar bildas.

Kassera pararosanilinlésningar om de inte blir gulaktiga vid tillsats av en natriumnitrittablettlésning.
Fosfatbuffertlosningar ska kasseras om grumlighet uppstar.

Beredning

Varm a-naftylbutyratlésningar till 37 °C. Natriumnitrit-tablettlosning, 4 g/dl framstélls genom att
l6sa upp 1 tablett i 6,25 ml avjoniserat vatten. Férvara denna I6sning tatt tillsluten vid 2-8 °C.
Forvarm till rumstemperatur fore anvandningstillfallet. Kasseras om grumlighet uppstar.

Fosfatbuffertlosning framstélls genom att I6sa innehdllet av fosfatbuffert i 500 ml avjoniserat
vatten. Bufferten har en koncentration p& 0,067 mol/I, pH 7,7 vid 25 °C. Férvaras i kylskap
(2-8 °C). Kassera om mikrobiell tillvaxt finns.

Obs!
Mikrobiell tillvaxt kan bromsas genom filtrering genom en filterenhet p& 0,22 mikron.

Metylenbl3tt-motfargning framstalls genom att tillsitta 5 ml metylenblattlosning till 45 ml
avjoniserat vatten. Blanda val. Bered en ny |6sning varje dag.

Citratacetonformaldehydfixeringsmedel: Tillsatt 65 ml aceton och 8 ml formaldehyd (37 %) till
25 ml citratlosning. Hall i glasflaska och tillslut tatt. Forvaras i kylskdp (2-8 °C). Varm till 18-26 °C
fore anvandning. Stabil om den forvaras med tatt lock i kylskap.

Forsiktighetsdtgarder

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

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

Forfarande

Provtagning

Inga kanda testmetoder kan erbjuda fullstdndig garanti for att inte smitta éverférs genom
blodprover eller véavnad. Darfér méste alla blodderivat och vévnadsprover betraktas som potentiellt
smittsamma.

Prover kan tas i antingen EDTA eller heparin. Efter fixering kan objektglasen forvaras i
rumstemperatur i minst 2 veckor. Om mononukleéra celler ska isoleras med HISTOPAQUE®-1077 bor
separation utféras inom 4 timmar, &ven om rimlig insamling har noterats efter 24 timmar.* Blodfilmer,
sérskilt frén leukopena individer, rekommenderas inte for dessa forfaranden eftersom utvardering av
detta material ar tidskrévande. Cytocentrifug- eller buffy coat-preparat bor anvéndas. Benmargsfilmer
och beréringspreparat for véavnader utgor inga problem med avseende p& mikroskopisk utvérdering.

Anmarkningar
Celler fran friska donatorer bor inkluderas i varje test.

Celler isolerade pa polysackaros-natriumdiatrizoatgradienter kan forvaras i flytande kvave (LN,)
for kontrollandamal. For att &stadkomma detta fryses 1 x 107 - 108 celler vid 1 £ 0,3 °C per

minut i ett medium som innehé&ller 50 % fetalt kalvserum, 40 % RPMI-1640 ( eller andra lampliga
vavnadsodlingsvéatskor) och 10 % dimetylsulfoxid (DMSO). De kan forvaras i antingen vétske- eller
dngfas av LN,.

Objektglas bor utvarderas med 1 000x-forstoring. Dydimiumfilter kan forstarka fargen, sarskilt for
den diffusa fargningen a-NB.

Férfarande

1. Forvarm fosfatbuffertlosning till 37 °C.

2. Omedelbart fore fixering ska du tillsatta 1,5 ml natriumnitrittablettlésning till 1,5 ml
pararosanilinlésning. Blanda forsiktigt genom att vanda och I8t std i minst 5 minuter, tillsatt
sedan till 40 ml forvarmd fosfatbuffertlésning.

3. Tillsatt 5 ml a-naftylbutyratldsning.

4. Blanda vél och hall i Coplin-burk. Losningen blir gulaktig. Bildning av utféllning indikerar
reagensforsamring.

5. Fixera objektglas i citratacetonformaldehydfixeringsmedel i 10 sekunder i rumstemperatur
(18-26 °C). Skolj i avjoniserat vatten i 45 sekunder. L&t inte objektglasen torka.

6. Omedelbart efter skoljning ska du placera objektglasen i I6sningen frén steg 4 och inkubera
i 1 timme vid 37 °C. Obs! Om objektglasen inte placeras i inkubationslosning efter fixering
maste de tilltas Iufttorka i minst 45 minuter.

7. Ta bort objektglasen frén Coplin-burken efter 1 timme och skolj i minst 2-3 minuter i rinnande
kranvatten. Kassera fargningslésningen.

8. L&t objektglasen lufttorka minst 15 minuter fore motfargning.

9. Motfarga i 5 minuter i metylenbltt-motfargning.

10. Skolj i avjoniserat vatten.

Prestandaegenskaper

Det fokala (prick-)fargningsménstret som observeras i vissa lymfocyter &r associerat med mogna
T-celler som bér Fc-receptorer for IgM. Denna undergrupp 6verlappar T-hjalparcellpopulationen

i viss utstréckning men &r inte ett korrekt matt p& hjalparfunktionen. De diffusa eller granuldra
fargande lymfocyterna béar receptorer till Fc-delen av IgG och verlappar i viss utstrackning
T-suppressorcellpopulationen.

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

Analytiska prestandaegenskaper

De analytiska prestandaresultaten for de givna testerna utférda pa 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
a-naftylbutyratlos-  Aktvitets-
1801 ning stillen 3av3 3av3 3av3 3av3
1804 Pararosanilinlésning Akt\.{itets- 3av3 3av3 3av3 3av3
stallen
1809 Natriumnitrittabletter AKEYItEtS= 35y 3 3av3 3av3 3av3
915 Citratlésning A';i‘a"ﬁ:ff 3av3 3av3 3av3 3av3
Aktvitets-
1805 Fosfatbuffert stillen 3av3 3av3 3av3 3av3
1808 Metylenblatt-l6sning Al;giﬁ:ﬁs- 3av3 3av3 3av3 3av3
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Varningar och faror
Se sédkerhetsdatabladet och produktmérkningen for uppdaterad information om risker, fara och sékerhet.

XXX

H226 Brandfarlig vatska och &nga.

H272 Kan intensifiera eld; oxidationsmedel.

H290 Kan vara fratande p& metaller.

H301 Giftigt vid fortaring.

H312 + H332 Farligt vid hudkontakt eller inandning.
H315 Orsakar hudirritation.

H319 Orsakar allvarlig 6gonirritation.

H335 Kan orsaka irritation i luftvégarna.

H350 Kan orsaka cancer.

H370 Orsakar organskador (6gon).

H400 Mycket giftigt for vattenlevande organismer.

P210 H&ll borta frdn varme, heta ytor, gnistor, 6ppna I&gor och andra antandningskallor.
Roékning férbjuden.

P273 Undvik utslapp i miljon.
P280 Anvéand skyddshandskar/skyddskléader/skyddsglaségon/ansiktsskydd.
P301 + P310 VID FORTARING: Ring omedelbart till en GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lakare.

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.

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

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

N Tillverkare Katalognummer
[E] Se bruksanvisningen Batchkod

Auktoriserad representant i
Europeiska gemenskapen/
Europeiska unionen

C

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

REF
Lot
€
A
®

o Medicinteknisk produkt for in
g Utgangsdatum vitro-diagnostik
,ﬂ’ Temperaturgréns Forsiktighet
@ Tillverkningsdatum Importor
Anger den auktoriserade
representanten i Schweiz
Referenser
1. Zito DR, Johnson KL, Skipper ME, Normansell DE: Isolation of mononuclear cells from the whole
blood: Comparison of two media. Lab Med 17:94, 1986
Kontaktuppgifter

For att gora en bestélining besoker du var webbplats p& SigmaAldrich.com. Fér teknisk service besoker
du sidan for teknisk service pd v8r webbplats SigmaAldrich.com/techservice.

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

Overfort till ny mall med nuvarande varumérke. Specificerat "Fér yrkesmassigt

bruk” under "Avsedd anvéndning” och under “Férsiktighetsdtgarder”. Flyttat

uttalandet "Hjdlpmedel for diagnostisering” till "Avsedd anvandning”. Reviderat
"Avsedd anvandning” sd att det motsvarar riktlinjerna for IVDR. Uppdaterat
"Materialsékerhetsdatablad” till "Sékerhetsdatablad”. Uppdaterat kontaktuppgifterna.
Tagit bort anvisningen om att CLSI ska fdljas vid provtagning. Tagit bort EN 980 och
andrat till EN ISO 15223-1:2021 fér symbolerna. Lagt till kontaktuppgifter for negativa
handelser. Lagt till varningar och faror. Referenser till 181A-satsen har tagits bort. Lagt

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

till information om representant i Schweiz.

+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau
Switzerland

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

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

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

Instrugdes de utilizagdo

Kit de esterase de butirato
de a-naftilo para linfocitos

Procedimento N.© 181

Ce MRRCK

Utilizagdo prevista

O kit de esterase de butirato de a-naftilo para linfocitos destina-se a ser utilizado como uma
coloragdo histoquimica laboratorial geral para a detegdo de a-naftil butirato esterase no sangue, em
peliculas de medula dssea e em preparagdes de tecidos por contacto. O kit de esterase de butirato
de a-naftilo para linfocitos destina-se a “Utilizagdo para diagndstico in vitro”. Apenas para utilizagdo
profissional. Os dados obtidos a partir deste procedimento qualitativo manual servem apenas como
auxiliares no diagnostico de amostras humanas e devem ser revistos juntamente com outros testes
ou informacdes de diagndstico clinico.

A reagdo listada abaixo para esterase de butirato de a-naftilo também demonstrara atividade de
esterase ndo especifica em mondcitos e macréfagos. Encontram-se disponiveis varios métodos
diferentes para esta finalidade. O método listado abaixo n&o é especifico para mondcitos e
macrofagos visto que o pH do meio de incubagdo foi ajustado para demonstrar um padréo de
coloragdo focal (ponto) em alguns linfocitos. A esterase de butirato de a-naftilo € menos sensivel do
que o procedimento de esterase de acetato de a-naftilo. No caso de procedimentos mais sensiveis
aos monocitos, a Sigma disponibiliza dois Kits de Esterase, N.° de catdlogo 90A1 e 91A. Estes kits
incluem também instrugBes para a demonstragdo da esterase de acetato de a-naftilo com inibigdo
de fluoreto.

De acordo com as técnicas da Sigma-Aldrich, as preparagdes de citocentrifuga ou peliculas sdo
fixadas numa solugéo de citrato-acetona-formaldeido. A esterase de butirato de a-naftilo é entdo
visualizada através dos seguintes principios de captura simulténea.

Esterase de butirato de a-naftilo

a-NB
Hexazotizada Complexo insollvel-cromogénico de
a-naftilo-HPR (Vermelho-Castanho)
Pararosanilina

Butirato de a-naftilo

Reagentes

Solugéo de Butirato de a-naftilo (N.° de cat. 1801-50ML)
Butirato de a-naftilo, 2,4 g/I, em solugdo de metanol com solubilizantes.

Solugdo de Pararosanilina (N.© de cat. 1804-15ML)

Pararosanilina, 40 g/I, C.I. 42500, em 2 mol/I de acido cloridrico. Perigo. Provoca irritagdo cutanea.
Provoca irritagdo ocular grave. Pode provocar irritagdo das vias respiratorias. Pode causar cancro.
Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.

Pastilhas de Nitrito de sédio (N.° de cat. 1809-10TAB)

Nitrito de sodio, 250-260 mg por pastilha. Perigo. Pode agravar incéndios; comburente. Toxico
por ingestdo. Provoca irritagdo ocular grave. Muito toxico para a vida aquatica. Manter/Armazenar
afastado de roupa/matérias combustiveis. Evitar a libertagdo para o ambiente. EM CASO DE
INGESTAO: Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.
Solugao de Citrato (N.° de cat. 915-50ML)

Acido citrico, 18 mmol/I, citrato de sédio, 9 mmol/l, cloreto de sédio, 12 mmol/l e tensioativo.

O pH deve ser de 3,6 + 0,1.

Tampaéo fosfato (N.° de cat. 1805-1VL)
Fosfato de sddio, 59,6 mM, fosfato de potassio, 7,1 mM.

Solugdo de Azul de metileno (N.° de cat. 1808-50ML)
Azul de metileno, C.I. 52015, 1,4% (p/v) em etanol 95%

Materiais especiais necessarios mas nao fornecidos

e Acetona, Reagente ACS
e Formaldeido, 37%
e Banho-maria capaz de manter uma temperatura de 37 °C protegido da luz

Conservagao e estabilidade

Conservar a solugdo de Butirato de a-naftilo no congelador a uma temperatura inferior a 0 °C.
Aquecer a solugdo até uma temperatura de 37 °C e misturar bem antes de utilizar. Descartar se os
reagentes ficarem amarelos ou caso se formem precipitados.

Conservar a Solugdo de pararosanilina, o Tampao fosfato, as Pastilhas de nitrito de sodio e a
Solugdo de azul de metileno a temperatura ambiente (18-26 °C) e protegidos da luz.

Armazenar a solugdo em comprimidos de nitrito de sddio e a solugdo tampéo de fosfato no
frigorifico (2-8 °C).

As etiquetas dos reagentes tém data de validade.
A Solugdo de Citrato é adequada para uso na auséncia de crescimento microbiano.

Deterioragao

Eliminar a Solugdo de butirato de a-naftilo se a cor dos reagentes mudar para amarelo vivo ou se
formar precipitado.

Eliminar a Solugdo de Pararosanilina se a cor da solugdo ndo mudar para ambar apds a adigdo da
Solugdo de pastilhas de Nitrito de sddio.

A Solugdo de Tampao fosfato deve ser eliminada se surgir turbidez.

Preparagdo
Aquecer uma Solugdo de Butirato de a-naftilo a 37°C. A Solugéo de pastilhas de Nitrito de sodio,

4 g/dl, é preparada dissolvendo 1 pastilha em 6,25 ml de d4gua desionizada. Conservar esta solucdo
firmemente rolhada a uma temperatura de 2-8 °C. Aquecer até a temperatura ambiente antes da
utilizagdo. Eliminar se surgir turbidez.

A Solugdo de Tampéo fosfato é preparada dissolvendo o contetdo do Tamp&o fosfato em 500 ml de
agua desionizada. O tamp&o tem uma concentragdo de 0,067 mol/l, pH de 7,7 a 25 °C. Conservar
no frigorifico (2-8 °C). Eliminar se for evidente crescimento microbiano.

Nota

O crescimento microbiano pode ser retardado por filtragdo através de uma Unidade de filtro de
0,22 micrones.

A Contracoloragéo de azul de metileno é preparada adicionando 5 ml de Solugdo de azul de
metileno a 45 ml de agua desionizada. Misturar bem. Preparar a solugdo de fresco diariamente.

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). Aquecer até 18-26 °C antes de utilizar. Estavel se conservado firmemente
tapado no frigorifico.

Precaugbes

Os DIV incluidos neste kit destinam-se a utilizagdo para diagndstico in vitro num ambiente de
laboratério clinico. Estes DIV destinam-se apenas a utilizagdo profissional por pessoal qualificado.
Os DIV da Sigma-Aldrich podem ser utilizados por técnicos de laboratério com formagdo no
manuseamento de amostras humanas potencialmente 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.

As amostras podem ser colhidas em EDTA ou heparina. Apds a fixagdo, é possivel conservar as
laminas a temperatura ambiente durante, pelo menos, 2 semanas. Se as células mononucleares
forem isoladas usando HISTOPAQUE®-1077, a separagdo deve ser realizada no prazo de 4 horas,
embora tenha sido observada uma recuperagdo justa apds 24 horas.! N&o se recomenda a utilizagdo
de peliculas de sangue, particularmente de individuos leucopénicos, para estes procedimentos,

uma vez que a avaliagdo deste material é bastante demorada. Deve utilizar a citocentrifuga ou
preparagdes de camada leuco-plaquetdria. As peliculas de medula 6ssea e as preparagdes por
contacto de tecido ndo colocam problemas no que diz respeito a avaliagdo microscopica.

Notas
Devem ser incluidas células de dadores saudéaveis em cada teste.

As células isoladas em gradientes de polisucrose-diatrizoato de sédio podem ser armazenadas em
azoto liquido (LN,) para efeitos de controlo. Para realizar isto, 1 x 107 - 10° células sdo congeladas
a1l 0,3°C por minuto num meio contendo 50% de soro fetal de bezerro, 40% de RPMI-1640

(ou outros fluidos apropriados de cultura de tecidos) e 10% de dimetilsulféxido (DMSO). Podem ser
conservadas na fase liquida ou de vapor do LN,.

As laminas devem ser avaliadas usando uma ampliagdo de 1000X. Os filtros de didimio podem
melhorar a cor, particularmente do a-NB que produz uma coloragdo difusa.

Procedimento

1. Pré-aquecer a Solugdo de Tampéo fosfato até uma temperatura de 37 °C.

2. Imediatamente antes da fixagdo, adicionar 1,5 ml de Solugdo de pastilhas de Nitrito de sédio
a 1,5 ml de Solugdo de Pararosanilina. Misturar suavemente por invers&o e deixar repousar
durante, pelo menos, 5 minutos e, em seguida, adicionar a 40 ml de Solugéo de Tampé&o
fosfato pré-aquecida.

3. Adicionar 5 ml de Solugdo de Butirato de a-naftilo.

4. Misturar bem e verter para a jarra de Coplin. A solugdo serd cor de dmbar. A formagdo de
precipitado indica a deterioragdo do reagente.

5. Fixar as laminas durante 10 segundos num Fixador de citrato-acetona-formaldeido a
temperatura ambiente (18-26 °C). Enxaguar em agua desionizada durante 45 segundos.
N&o permitir que as laminas sequem.

6. Imediatamente apés enxaguar, colocar Idminas na solugéo do Passo 4 e incubar durante
1 hora a 37 °C. Nota: Se n&o colocar as laminas na solugdo de incubagdo apds a fixagdo,
deve deixar as ldaminas a secar ao ar durante, pelo menos, 45 minutos.

7. Apds 1 hora, retirar as ldminas da jarra de Coplin e enxaguar durante 2-3 minutos em &gua
da torneira corrente. Eliminar a solugdo de coloragdo.

8. Deixar as laminas a secar ao ar durante, pelo menos, 15 minutos antes da contracoloragao.

9. Efetuar a contracoloragdo durante 5 minutos com a Contracoloragdo de azul de metileno.

10. Enxaguar em agua desionizada.

Caracteristicas do desempenho

O padré&o de coloragdo focal (ponto) observado em alguns linfocitos esta associado a células T
maduras portadoras de recetores Fc para IgM. Este subconjunto sobrepde-se em certa medida a
populagdo de células T auxiliares, mas ndo é uma medida exata da fungdo auxiliar. Os linfocitos
de coloragdo difusa ou granular tém recetores para a porgdo Fc de IgG e sobrepdem-se em certa
medida a populagdo de células supressoras de T.

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

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

N.° de Descrigdo do Alvo Especificidade Sensibilidade Especificidade Sensibilidade
cat. produto intr i intr i interensaio interensaio
101 Solucdo de Butirato - Locais de 3de3 3de3 3de3 3de3
de a-naftilo atividade

1804 Solucdo de Locais de 3de3 3de3 3de3 3de3
Pararosanilina atividade
Pastilhas de Nitrito  Locais de

1809 de sbdio atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
~ " Locais de

915 Solugdo de Citrato atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
. Locais de

1805 Tampao fosfato atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
Solugdo de Azul Locais de

1808 de metileno atividade 3de3 3de3 3de3 3de3

Avisos e Perigos

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

SOHPO

H226 Liquido e vapor inflamaveis.

H272 Pode agravar incéndios; comburente.

H290 Pode ser corrosivo para os metais.

H301 Toxico por ingestdo.

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

H319 Provoca irritagdo ocular grave.

H335 Pode provocar irritagdo das vias respiratorias.
H350 Pode provocar cancro.

H370 Afeta os 6rgdos (olhos).

H400 Muito toxico para os organismos aquaticos.

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

P273 Evitar a libertagdo para o ambiente.
P280 Usar luvas de protegdo/vestuario de protegdo/protegdo ocular/protecdo 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 INALACAO: Retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e
manté-la numa posigﬁoNque ndo dificulte a respiragdo. Caso sinta indisposigdo, contacte um
CENTRO DE INFORMAGAO ANTIVENENOS/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

N Fabricante Numero de catdlogo

Consultar as instrugdes
de utilizagdo

Cddigo do lote

Representante autorizado
na Comunidade Europeia/
Unido Europeia

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

Dispositivo médico para

Data de validade ; ot
diagnéstico in vitro

Limite de temperatura & Atengdo
Data de fabrico @ Importador
Indica o Representante Autorizado
na Suica
Referéncias
1. Zito DR, Johnson KL, Skipper ME, Normansell DE: Isolation of mononuclear cells from the whole

blood: Comparison of two media. Lab Med 17:94, 1986

Informacoes de contacto

Para encomendar, visite o0 nosso site em SigmaAldrich.com. Para Assisténcia técnica, visite a pagina de
assisténcia técnica no nosso site SigmaAldrich.com/techservice.

Histérico de revisdes

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

Transferéncia para novo modelo com a marca atual. Especificagdo para utilizagdo
profissional na utilizagdo prevista e nas precaugdes. Declaragdo de auxiliar de
diagnostico movida para a utilizagdo prevista. Revisdo da utilizagdo prevista para
alinhamento com as diretrizes do regulamento relativo aos dispositivos médicos para
diagndstico in vitro (RDIV). Atualizagdo de Folha de Dados de Seguranga do Material
para Folha de Dados de Seguranca. Atualizagdo das informagdes de contacto. Remogao
da instrugdo para seguir o CLSI na colheita de amostras. Remog&o da norma EN 980 e
alteragdo para a norma EN ISO 15223-1:2021 nos simbolos. Adigdo de informagdes de
contacto em caso de eventos adversos. Adigdo de Adverténcias e Perigos. Eliminadas as
referéncias ao kit 181A. Adicionadas informagdes CH-REP.

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

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

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

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

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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03dnyieg xpriong

KIT a-va@BuA-BouTupIknG
£0TEPAONC AEPNPOKUTTAPWV
Aiadikaoia ap. 181

Ce MRRCK

MpoopiZopevn Xprion

To KIT a-va@BUA-BOUTUPIKNG ECTEPACNG AEUPOKUTTAPWY MPOOPICETAl YIa XPON WG YEVIKN
£pYAOTNPIAKN IOTOXNMIKA XPWON Yia TNV avixveuaon Tng a-vagOuA-BouTupIKNG E0TEPACNG OTO aipa,
€ PIAY HUEAOU TWV OOTWV KAl OE NAPACKEUAOUATA IOTOV ANOTUNWHATIKAG KUTTapoAoyiag. To KIT
a-va@BOUA-BoUTUPIKNG EOTEPACNG AEHPOKUTTAPWY NpoopileTal yia «In vitro diayvwoTikn Xpron».
Ma enayyehpatikn Xxpron povo. Ta dedopéva nou AapBavovTal and autiyv Tn Pn autoparn noioTIKn
diadikaagia Xpnaoigelouv povo wg Bondnpua yia Tn didyvwaon avepomnivwv delypdtwv kal 8a npénel va
€EeTAlOVTAl OE CUVOUAOHO HE AAAEG KAIVIKEG BIAYVWOTIKEG EEETATEIG 1) NANPOPOPIES.

H avTidpaon nou napariberal napakdaTw yia Tnv a-va@BuA-BouTupikn eaTepacn Ba deixver eniong
N 3pacTNEIOTNTA TNG KN €18IKNG EGTEPACNG OTA HOVOKUTTAPA KAl HAKPOPAYA. MOAAEG SIAPOPETIKEG
HEBodoI iaTiBevTal yia autov Tov okono. H uéBodog nou napaTifetal napakdatw dev €ivarl eIdIKnA
yIa Ta HOvoKUTTapa Kai Ta gakpogaya, kabwg 1o pH Twv PECWV EN®ACNG EXEl PUBUICTEI yia TNV
avadelgn evog €0TIAKOU HOTIBOU Xpwang (KOUKKIda) o€ oplopéva Aep@okuTTapa. H a-vapoOuA-
BouTupIkn eaTepaacn eival AlyoTepo euaiobnTn ano Tn diadikacia TngG a-vagOuA-o&IKNAG EOTEPATNG.
Na diadikaoieg Nio €uaicOnTeG oTa PovoKUTTApPa, N Sigma NPooPEPEl dUO KIT ECTEPACNG, HE ap.
katahoyou 90A1 kal 91A. AuTa Ta KIT nepIAapBavouyv eniong odnyieg yia Tnv avayvmpion TnG
a-va@BOUA-0EIKNG E0TEPATNG HE avaaToAn pBopiou.

SUpQWva PE TIG TEXVIKEG TNG Sigma-Aldrich, Ta napaokeudopaTa rf GIAY KUTTApO-QPUYOKEVTPNONG
HoviponoloUvTal og SIGAUNA KITPIKOU-AKETOVNG-POPHAADeldNG. KaTtoniv, n a-vagBuA-BouTupikn
£0TEPATN AEUPOKUTTAPWY OMTIKOMOIEITAI HE TIG AKOAOUBEG ApXEG TAUTOXPOVNG ANoTUNWONG.

a-va@OuA-BouTupIKi E0TEPGCH

a-NB
~ R - EEalwTIopéVO  ABIGAUTO-XPWHOYOVO GUHMNAOKO
a-va@BuA-BouTupIko o8l —— a-Naphthyl-HPR (Kokkivo-Kapg)

MapapooaviAivn

AvTIdpaocTipia
AiaAupa a-va@OuA-BouTupikoU o&Eog (Ap. kat. 1801-50ML)
a-va@OuA-BouTupikd 08U, 2,4 g/L, oe diahupa HeBavoAng pe SlaAuTonoinTEG

AiaAupa napapooavidivig (Ap. kataldyou 1804-15ML)

MNapapooaviAivn, 40 g/L, CI 42500, og 2 mol/L udpoxAwpiko 0&U. Kivduvog. MpokaAei epeBIouO
Tou déppaToc. MpokaAei coBapd oPOAAUIKO peBIoHO. MMopei va NPoKaAEéoel £peBIOHO TNG
avanveuoTiKAG 0doU. Mnopei va npokaAeoel Kapkivo. ANMOMEUYETE va avanveeTe akovn/
avabupidceig/agpia/aTayovidia/aTolc/ekvepwuaTa.

Aiokia viTp@3oug vaTpiou (Ap. kaTtahoyou 1809-10TAB)

NiITpwdeg vaTpio, 250-260 mg ava diokio. Kivduvog. Mnopei va avalwnupmaoel TNV nupkayia-
0EeIdWTIKO. TOEIKO O€ MEPINTWON KATANOoNG. MNpokaAei coBapo opOaApIKkO £peBIOHO. MOAU TOEIKO
yia Toug udpoBIoug opyaviopous. Na @uAacoeTal akpid and evdUpaTta kar AAAa kauaipa uAika.
Na ano@elyeTal n eAeubepwon oTo nepiBaAAov. ZE MEPIMNTQSH KATAMOZHS: KaA&éoTe apéowg To
KENTPO AHAHTHPIAZEQN 1) évav yiatpo.

KiTpiko d1aAupa (Ap. katahoyou 915-50ML)

KiTpikd 08U, 18 mmol/L, kITpIko vaTpio, 9 mmol/L, xAwpiouxo varpio, 12 mmol/L, kai
enipavelodpacTiko. To pH npénei va eivar 3,6 £ 0,1

PuBpIOTIKO S1GAUNG PWOPOPIKAV (Ap. KaTaAoyou 1805-1VL)

DWoPOPIKO vaTpio, 59,6 MM, wopopikd kKaAio, 7,1 mM.

AiaAupa kuavou Tou peBuleviou (Ap. kaT. 1808-50ML)

Kuavo Tou pebuleviou, C.I. 52015, 1,4% (w/v) o 95% aiBavoin

Eid1ka UAIKG nou anaiTouvTal aAAd dev napexovTai

e AkeTOVN, avTidpacTtrpio ACS

o  ®oppaldelidn, 37%

e YdatolouTpo Ikavo va diatnpei Bgppokpacia 37 °C, NPOCTATEUMEVO MO TO PWG
®UAa&n kal oTaBepoTnTA

®uAaooeTe To dIAAUpA a-va@BUA-BOUTUPIKOU 0EE0G OE KATAWUKTN O BEPHOKPATia KATW TWV

0 °C. Ogppavere 1o diAAUKa aToug 37 °C kal avapei&Te kaAa npiv and Tn xprion. AnoppiyTe €av Ta
avTIdpaaTrpia KITpIVioouv 1) v oxnuarioTel ilnpa.

®UAAOOETE TO 6|o)\upo napapooaviAivng, To pUBHIOTIKO SIAAUHA pWOPOPIK®Y, Ta diokia
VITPOBOUG vanlou kal To diaAupa kuavou Tou peBuleviou og Beppokpacia dwuatiou (18-26 °C),
NPOCTATEUHEVA MO TO PWG.

DUAACOETE TO dIAAUPA BIOKIOU VITPMSOUG vaTPIou Kal TO pUBHICTIKO SIAAUHA PWOPOPIKWY OE YUYEIO
(2-8 °C).

O1 ETIKETEG TWV AVTIOPACTNPIWV AVaPEPOUV TNV NUEPOpnVvia An&ng.
To kITpIKO didAupa gival KaTaAANAo yia Xprion anouadia pIKkpoRIaKnG avanTugng.

AA\oiwaon

AnoppleTa T0 dIAAUKa a-vapOUA-BouTUPIKOU 0EEDG, EAV TO AVTIOPACTNPIO AMOKTATE! EVTOVO KiTPIVO
Xpwua 1 edv oxnuatioTei ignpa.

AnoppiyTe To diAAupa napapooavihivng, v To diaAupa dev yivel NopToKaAi HETA TNV NPocOnkn Tou
SiaAlpaTog dioKiwv VITP@SoUG vaTpiou.

To puBpioTIKO SIAAUPA PWOPOPIK®OV Ba Npénel va anoppinTeTal eav avantuxOei BoAepoTnTa.

Mapaokeun

OeppaveTe To diAAupa a-vapBuA-BouTupikol 0&€og aToug 37 °C. To didAupa dioKiou VITpwdoUG
vaTpiou 4 g/dL napaokeualertal diahuovTag 1 diokio o€ 6,25 mL anioviopévou vepou. GUAGETE auTtod
T0 3IAAUNA HE TO KAMAKI EPUNTIKA KAEIOTO 0TOUG 2-8 °C. OgppdaveTe o Beppokpacia dwuaTiou npiv
ano T xprion. AnoppiyTe gav avanTtuxBei BoAepoTnTa.

To puUBHIOTIKO BIGAUHA PWOPOPIKMY Napackeualeral diaAlovTag Ta NepIEXOMEVA TOU pUBHICTIKOU
SIaAUPaTOC PWOPOPIKAV 0 500 ML anioviopevou vepou. To puBHIOTIKO SIGAUHA EXEI CUYKEVTPWON
0,067 mol/L, pH 7,7 aToug 25 °C. ®uhaooeTe og Yuyeio (2-8 °C). AnoppiyTe €av unapyel EVOeIgn
avanTugng pikpoBiwv.

Znpeinon
H avanTugn pikpoBinv pnopei va eniBpaduvBei pe dindnon péow povadag giAtpou 0,22 micron.

H avTixpwon kuavou Tou peBuleviou napackeualetal npoobeTovTag 5 mL diaAupaTog Kuavou Tou
HeBuAeviou oe 45 mL anioviopevou vepoU. Avapei&Te kaAd. MapaokeualeTe PPECKO KABNKEPIVA.

MoVIHOMOoINTIKO KITPIKOU-AKETOVNG-(POPHaAdelidng: e 25 mL kiTpikoU SIaAUPaAToG NpooBEaTe

65 mL akeTovng kal 8 mL opuardelidng 37%. TonoBeTAaTe o€ YUAAivn @IGAN Kal KAEIOTE EpUNTIKA
TO Kanaki. ®UAaooeTe og Yuyeio (2-8 °C). Oepuaverte oToug 18-26 °C npiv and Tn xpron. =Tabepo,
£av puAaxBei og Wuyeio Pe TO KANAKI EPUNTIKA KAEIOTO.

MpouUAd&eig

Ta BonBnuata IVD nou nepl)\opBovovml 0€ auTO TO KIT MpoopifovTal yia in vitro diayvwoTIKn Xpron
o€ nsplBa)\)\ov KAIVIKOU gpyaoTnpiou. Autd Ta BonBruata IVD npoopiovTal yia sncvvs)\pcﬂkn
XPNRon povo anod eEedikeupevo npoownikd. Ta Bondhuara IVD Tng Sigma-Aldrich pnopouv va
XpnaoigonoiouvTal and epyacTnpiakd Npoowniko TO OMoio €ival ekNaideUPEVo va XelpileTal avBpaniva
deiyparta nou pnopei va givar JOAUGHATIKA, va XPNOIHOMOIEl HIKPOOKOMIa KAl GANOV €pyacTnpiako
£E0MAIOKO Kal 31aB&Tel avTiAnwn TWV XpWHATWV Kal onTIKr o§UTNTA yia va dIakpivel Ta XpwuaTa Kai
AAAa avTikeipeva KATw ano To PIKPOOoKOMIo.

MNpénel va akoAouBouvTal oI GUVABEIG NPOPUAAGEEIC KATA TOV XEIPIOUO EPYACTNPIAKAOV
avTidpacTnpiwv. AnoppiwTe Ta andBAnTa TNpwvTag GAoUG Toug TonikoUg, NoATelakouc,
nepipepeiakolq n €BVIKOUG KavovioHoUg.

Aiadikacia
SuAAoyn delypaTwv

Kapia yvwaoTr pebodog dokipaciag dev pnopei va npoo®épel nAnpn diaBeBainon OTI Ta deiypara
aiparog ry 10ToU dev Ba peTadwoouv AoidwEn. Enopévmg, OAa Ta napdywya aipatog r) Ta deiypara
10ToU Ba npénel va BewpolvTal WG SUVNTIKA HOAUCHATIKA.

Ta deiypara pnopolv va cuAhexBouv eite oe EDTA eite oe nnapivn. Mera tn poviponoinan, ot
QVTIKEIHEVOPOPOI UMopoUV va GUAAcoovTal o Beppokpacia dwHATiou yia TOUAGXIoToV 2 eBSOUADEG.
Eav npokeiral va anopovwBoUlv povonUpnva kUTTapa xpnoiponoimvrag HISTOPAQUE®-1077,

0 JlaxwPIoHOG Ba NpEnel va yivel evTog 4 wpwv, av Kai Exel napatnpnOei akpiBng avakTnan

HETA anod 24 wpeg.! Ta @IAY aipatog, 1I8iwg and atopa pe Aeukonevia, Sev CUVIOTMVTAl YIA AUTEG

TIG dladikacieg, kKabwg n agloAdynon autol Tou UAIKOU €ival apkeTd XpovoBopa. @a npenel va
XPNoigonoloUvTal OKEUAOKATA KUTTApO-(PUYOKEVTPNONG I AEUKNG oTIBAdAG. Ta QIAY HUEAOU TwV
00TMV Kal Ta NApAcKeUAoHaTa 10TV anoTUNWHATIKAG KUTTapohoyiag dev dnuioupyouv npoBARKara
aTn HIKpookonikn agloAdynaon.

SNUEIMOEIG
Se kaBe dokipaoia Ba npénel va nepiAapBavovral KUTTapa ano uyieig dOTeG.

KUTTapa nou anopovavovTal og BaBuIdmoelg NoAUcakXapolng-diaTpiZoikou vaTpiou pnopouv va
anoBnkeuTolv o Uypd alwTo (LN,) yia okonolg eAéyxou. Ma va emiteuxBei auto, 1 x 107 - 10°
KUTTapa katayuyovral otoug 1 + 0,3 °C ava Aentd o€ éva pETo nou nepiExel 50% opo euBplou
pooxou, 40% RPMI-1640 ( 1) GAAa kataAAnAa uypd ioTokaAAigpyelag) kai 10% SiHeBUNOTOUAPOEEISIO
(DMSO0). MnopoUv va anoBnkeutoUv eiTe TNV UYPN €iTe oTNV agpia eaon Tou LN,.

O1 uwmsmsvonpopm 6a I'IpEI'IEI va a§|o)\ovouvm| XPNOIHOMNoIOVTAG pzvseuvcn 1000X. Ta @iATpa
S15upiou punopolv va evioxUoouv To XpwHa, 18img TNG a-NB Siaxutng xpwong.

Aiadikaoia

1. TpoBepuavere puBpIOTIKO SIGAUNA PWOPOPIKWV oTouG 37 °C.

2. ApEowg npiv ano Tn povigonoinan, npocBgoTe 1,5 mL diaAUpaTog diokiou VITp@dOUG vaTpiou
oe 1,5 mL diaAUpaTog napapooaviAivng. AvaueiETe Ania Ye avacTpo@r Kal apnoTe To HeiyHa va
napapeivel og npepia yia Touhdxiatov 5 Aentd. Katoniv, npoobeaTe o 40 mL npoBeppacpévou
puBpIaTIKOU SIAAUNATOG PWOPOPIKMV.

MpooBéoTe 5 mL diaAlpaTog a-va@BuA-BouTupikoU 0EEOG.

4. Avapei€te kaAa kai piETe o€ doxeio Coplin. To diaAupa Ba €ivar nopTokaAi. O oXNUATIOHOG
17 paTog unodnAwvel aAAoiwan Tou avTidpacTnpiou.

5. MoVIPOMOINCTE TIG QVTIKEIHEVOPOPOUG yia 10 SEUTEPOAENTA OE HOVIHOMOINTIKO KITPIKOU-
AaKeTOVNG-POpHaAdelidng oe Beppokpaaia dwpatiou (18-26 °C). ZeNAUVETE OE ANIOVIOUEVO
VEPO yIa 45 SeuTepOAENTA. MNV APNVETE TIG AVTIKEIHEVOPOPOUG VA GTEYVOTOUV.

6. APECWG PETA TO EENAUNA, TOMOBETNAOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG aTO diGAUKa and To BAua 4 kai
ENWACTE yia 1 wpa aToug 37 °C. ansia)on EGV 01 aVTIKEIHEVOPOPOI BV TonerTnBOl'Jv oe
S1GAUpa ENMAONG PETA TN POVIPONOINGT, NPENEl va apebolv va oTEyVMOOUV GTOV agpa yia
TOUAGyIoTOV 45 AenTd.

7. MeTa and 1 wpa, apaipEcTe TIG AVTIKEIHEVOPOPOUG and To doxeio Coplin kar EeNAUVETE yia
2-3 \enTd o€ TpeXOUHEVO vePO BpUonG. AnoppiyTe To SIGAUHA XpPWONG.

8. AQNOTE TIG AQVTIKEINEVOPOPOUG VA GTEYVMOOUV OTOV aépa yia TOUAAXIOTOV 15 AenTd npiv Thv
avTixpwon.

9. [payparonoinaTe avTixpwon yia 5 AenTa o€ avTixpwaon Kuavou Tou HEBUAEviou.

10. ZenAUvVeTe O ANIOVIOPEVO VEPO.

XapakTnpioTika andédoong

To pOTIBO €0TIAKNG XPWONG (KOUKKIDAG) NMou NapaTnpeital o€ opIoHEVa AEPPOKUTTAPA OXETILETAI HE
wpipa T-kuTTapa nou gepouv unodoxeig Fc yia IgM. AuTo To UNOCUVOAO EMIKAAUNTEI TOV NANBUCHO
TV BondNTIKOV T-KUTTAPWY Ot Kanolo BaBuo, aAha dev anoTelei akpiBn HETPNON TNG AeIToupyiag
TV BonONTIKOV KUTTAPWV. Ta AeU@okUTTAapa We diaxuTtn r KOKKWAN Xpwaon GEPOUV UMOBOXEIG OTO
TUAMa Fc Tng IgG kal enikaAunTouv o€ Kanoio Babuod Tov NANBUCHO TWV KATAOTAATIKOV T-KUTTAPWV.

w

Eav Ta napatnpoUeva anoTeAéopaTa diapePOUV and Ta avaPEVOUEVA, EMNIKOIVWVACOTE WE TNV TEXVIKN
unnpeoia Tng Sigma-Aldrich yia BonBeia.

XapakTnpioTikad anédoong TnG avaAuong

Ta anoteAéopara anddoong TnG avaAuong yia Tig dedopeveg doKIPaoieg nou npayparonoinénkav
g OAEG TIG OTOXEUOUEVEG DOUEG, eNBeBal®vouy TNV euaigdnaia, TNV €181KOTNTA Kal TNV
enavaAnyipoTnTa og Nocoatd 100%.
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Ap. Mepiypaen ZT0X0G EidikotnTa Euaiobnoia Eidikotnta Euaiodnoia IO'I'OpIK(') avcleaa)pr']at-:(ov
Kara- npoiovTog EVTOG TG EVTOGTNG HEeTASU TWV METAEU TV
Adyou avaiuong avaAuong avaAUuoswv avaAuoswv Avab. 3.0 2014
AigAupa Snueia
1801 a-vapBuh-Boutu- Bpactnpid- 3 oTa 3 30103 30103 30103 Avab. 4.0 2016
pikoy o&fog nras Ava8.5.0 2023
AiaAupa napapo- Znueia . . . . . .
1804 GaVIAVI dpaoTnpio- 30Ta3 3ota3 30Ta3 3ota3 ‘EYIVE HETAQOPA OE VEO UNOJEIYUA PE TNV TPEXOUOA ENWVUMia. MpoadlopioTnke yia
ne ™rag £MNAYYEAPATIKN XPrON OTNV NpoopIZOHEVN XPNON Kal TIG Npo®uUAAteiG. H dnAwan
. ] Snusia BonBrjuatog yia didyvwon WeTapepBnke aTnv npoopilopevn Xprnon. H npoopidpevn
1809 Aiokia V|1'PUU50UC 5paoTnpIo- 3 oTa 3 301a 3 367a 3 3670 3 xpnon qvoeswprﬁ'enka yia Eue'uvpc'ipuqu HE TIG K'UTEUBUVTﬁpIEKI; vpopuélg IVDR. i
varpiou ™mrac To AeATio dedopEVV aOPAAEiag UAIKOU evNUEP®BNKE g AEATIO dedOPEVWY AOPAAEiag.
n EvnuepmOnKav ol NANPoQopieg enikoivwviag. Apaipédnke n odnyia va akoAouBeital To
. Znpeia CLSI yia Tn cuMhoyr} delypatov. Apaipédnke To EN 980 kai GAAake oe
915 KiTpiko diaAupa  SpaoTnpid- 3o1a3 3ota3 3o1a3 3ota3 EN ISO 15223-1:2021 yia Ta cUPBOAA. MPocTéBnkav MANPOPOpIES ENIKOIVMVIAC
TnTag yia aveniBupnTa cupBavTa. NMpocBrkn NpPoeIdonoIfcEwy kal KIvOUVwY. Apaipédnkav ol
PUBLIOTIKO BIAAU- Znueia avagopeg oTo KIT 181A. MpooTeBnkav NANpopopieg £50UCIOBOTNHEVOU AVTINPOCMNOU
1805 1O PROPOPIKGV Bpiz:gglo— 30Ta3 3ota3 30ta3 3o0ta3 yia Tnv EABetia (CH-REP).
A , Znueia
1808 AidAupa kuavou dpaaTnpio- 3 0ra3 3orma3 30ra3 3o01a3
Tou peBUAeviou ThTac

MpoeIdoNoINCEIG KAl Kiviuvol

AvaTpéETe 070 AeATio dedOPEVWY AOPAAEIAg Kal OTNV ENICAPAVON NPOIOVTOG YIA ONOIECOAMNOTE
EVNHEPWHEVEG MANPOPOPIEG KIVOUVWY 1) aOPAAEIag.

H>OH®E

H226 Yypo kai atpoi eU@AeKTa.

H272 Mnopei va avalwnupmaoel TNV nupKayid: oEEIdWTIKO.
H290 Mnopei va diaBpwoel PETAAAa.

H301 To&Ik6 O€ NepiNTWan KATanoong.

H312 + H332 EniBAaBeg o€ ena@n We To dEpHa 1 O€ NEPINTWON EICMIVONG.
H315 MpokaAei epeBiopod Tou dEpUATOG.

H319 MpokaAei coBapd opOaApiko £peBiouO.

H335 Mnopei va npokaAéoel epeBIoUO TNG AVANVeUaTIKAG 0doU.
H350 Mnopei va npokaAéoel Kapkivo.

H370 MNpokaAei BAGBeG oTa dpyava (para).

H400 MoAU TOEIKO yia Toug udpoBIoug opyaviapoug.

P210 Makpia ano BepuotnTa, BeppEG eMIPAVEIEG, ONIVONPEG, YUUVEG PAGYEG Kal AAAEG NNYEG
avaeAeEnG. Mnv kanvileTe.

P273 Na anogeUyeTal n eAeuBEPwan aTo NePIBAAAOV.

P280 Na (popdaTe NpooTATEUTIKA YAVTIA/NPOCTATEUTIKG evdUpATA/PETA ATOMIKAG NPoaTaciag yia
Ta paTia/npoowno.

P301 + P310 ZE NEPINTQZH KATAMOZHZ: KaAéoTe apéowg To KENTPO AHAHTHPIAZEQN/
yiaTpo.

P303 + P361 + P353 ZE MEPINTQZH EMA®HZ ME TO AEPMA (1) pe Ta HaAAIG): BydATe apéowg
OAa Ta HoAUGHEVA polxa. ZenAUVETE TNV eNIdepUida pE VEPO.

P304 + P340 + P312 ZE NEPINTQZH EISMNNOHZ: MeTtagépeTe Tov nabovTa otov Kabapo aépa
Kal aQroTe ToV va §EKoupacTei o€ oTaon nou dieukoAUvel TV avanvor). KaAéoTe To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo, av aiobavbeite adiabeaia.

Eav, kata Tn diapkeia TnG XpRong autol Tou Bonbnparog n wg anotéAeopa Tng
XPRAONG Tou, £X€l CUMBEI KAnolo coBapod NEPIOTATIKO, NAPAKAAEIOTE va TO avapEpeTe
OTOV KATAOKEUAOTH F)/Kal oTov €0UCIO30TNHEVO AVTINPOO®WNO TOU KAl OTNV €0VIKA
apxn TnG Xx@pag oag.

OpioHoi CUNBOAWV

SUpBoAa o6nwg opidovral ato EN ISO 15223-1:2021

u KaTaokeuaoTng
[LoT]

SUPBOUAEUTEITE TIG 0dNYiEG XPNONG - ApIBp06G napTidag

ApIBpOG KaTaAoyou

EE0U01000TNHEVOG AVTINPOTWNOG
oTtnv Eupwnaikn Koivotnra/ c
Eupwnaikr 'Evwon

ANAwon cuppopPwong Eupwnaikng
'‘Evwong (0nwg opiletal atnv odnyia
IVDR 2017/746)

In vitro diayvwoTIKO

REF|
LOT
€
Huepopnvia Angng 1aTPOTEXVOAOYIKO MPOoidV
iy

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
‘Oplo Beppokpaaiag Mpoaooxn u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 @ 64271
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Hasznalati utasitas

Limfocita
a-naftil-butirat-észteraz készlet

181. sz. eljaras

Ce MRRCK

Rendeltetésszerii hasznalat

A limfocita a-naftil-butirat-észteraz készlet a vérkenetekben, csontvel6kenetekben és
szévetlenyomat-prepardtumokban 1évé a-naftil-butirat-észterdz kimutataséra szolgalé altalanos
laboratériumi hisztokémiai festék. A limfocita a-naftil-butirat-észteraz készlet ,in vitro diagnosztikai
felhasznalasra” szolgal. Kizérdlag professziondlis hasznalatra. A manudlis, kvalitativ eljarasbol
nyert adatok kizardlag az emberi szévetminték diagnosztizaldsanak eldsegitésére szolgalnak,

és az eredmények attekintése soran figyelembe kell venni mas klinikai diagnosztikai vizsgalatokat
és informaciokat is.

Az a-naftil-butirat-észteraz esetében az aldbbiakban felsorolt reakcié nem specifikus
észterazaktivitast is kimutat a monocitdkban és a makrofagokban. Erre a célra szamos kiilénb6z6
modszer all rendelkezésre. Az alabb felsorolt médszer nem monocita- és makrofagspecifikus,
mivel az inkubaldkozeg pH-jat ugy allitottak be, hogy néhany limfocitdban fokalis (pontszer()
fest6dési mintazatot mutasson ki. Az a-naftil-butirat-észteraz eljaras kevésbé érzékeny, mint az
a-naftil-acetat-észterdz eljards. A monocitdkra érzékenyebb eljardsokhoz a Sigma két
észterazkészletet kindl; kataldgusszam: 90A1 és 91A. Ezek a készletek az a-naftil-acetat-észteraz
fluoridgatlassal torténd kimutatdsara vonatkozo utasitdsokat is tartalmaznak.

A Sigma-Aldrich technikai alapjan a sejtcentrifugalt készitményeket vagy keneteket
citrat-aceton-formaldehid oldatban kell régziteni. Az a-naftil-butirat-észterazt a kovetkezd,
egyidejl rogzitési elvek alapjan kell megjeleniteni.

a-naftil-butirat-észteraz

a-NB
a-naftil-butirat Hexazotizalt Oldhatatlan kromogén a-naftil-
HPR komplex (voros-barna)

Pararozanilin

Reagensek

a-naftil-butirat oldat (kat. sz.: 1801-50ML)
a-naftil-butirat, 2,4 g/I, metanolos oldatban, oldészerekkel.

Pararozanilin oldat (kat. sz.: 1804-15ML)

Pararozanilin, 40 g/I, C.I. 42500, 2 mol/I sésavban. Veszély. Borirritalé hatast. Sulyos
szemirritaciot okoz. Léguti irritaciot okozhat. Rakot okozhat. Kertilje a por/fiist/gaz/kod/gézok/
permet belélegzését.

Natrium-nitrit tablettak (kat. sz.: 1809-10TAB)

Natrium-nitrit, 250-260 mg tablettanként. Veszély. Fokozhatja a tliz intenzitdsat; oxidalé hatasu.
Lenyelve mérgezd. Sulyos szemirritaciot okoz. Nagyon mérgezd a vizi élévilagra. Ruhatdl és mas
éghet anyagoktdl tavol tartandé. Keriilni kell az anyagnak a kérnyezetbe valé kijutasat. LENYELES
ESETEN: Azonnal forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ vagy orvoshoz.

Citratoldat (kat. sz.: 915-50ML)
Citromsav, 18 mmol/|, natrium-citrat, 9 mmol/|, natrium-klorid, 12 mmol/| és feliletaktiv anyag.
A pH-érték 3,6 +0,1 kell, hogy legyen.

Foszfatpuffer (kat. sz.: 1805-1VL)
Natrium-foszfat, 59,6 mM, kalium-foszfat, 7,1 mM.

Metilénkék oldat (kat. sz.: 1808-50ML)
Metilénkék, C.I. 52015, 1,4% (w/v) 95%-o0s etanolban

Szlikséges, de nem biztositott specialis anyagok

e Aceton, ACS-reagensmindség

e Formaldehid, 37%

e 37 °C-os, fénytdl védett vizfirdé

Térolas és stabilitas

Az a-naftil-butirat oldat fagyasztdban, 0 °C alatt tédrolandd. Melegitse az oldatot 37 °C-osra,

és alaposan keverje dssze a hasznalat el6tt. Ha a reagensek sarga szinlivé valnak vagy csapadék
képzddik benniik, dobja ki Gket.

A pararozanilin oldatot, a foszfatpuffert, a natrium-nitrit tablettat és a metilénkék oldatot
szobahémérsékleten (18-26 °C), fénytdl védve kell tarolni.

A natrium-nitrit tabletta oldatat és a foszfatpuffer-oldatot hiitve (2-8 °C) tarolja.
A lejérati id6 a reagenscimkéken szerepel.

A citratoldat mikrobialis ndvekedés hidnyaban hasznalhatd.

Bomlas

Dobja ki az a-naftil-butirat oldatot, ha a reagens vilagossargava valik vagy csapadék képzddik
benne.

Dobja ki a pararozanilin oldatot, ha a natrium-nitrit tabletta oldatanak hozzaadasakor az oldat nem
valik borostyansargava.

Ha zavarossa valnak, dobja ki a foszfatpuffer-oldatot.

El6készités

Melegitse az a-naftil-butirat oldatot 37 °C-osra. A natrium-nitrit tabletta oldatat (4 g/dl)

1 tabletta 6,25 ml ioncserélt vizben torténd feloldasaval kell elkésziteni. Az oldatot szorosan

lezérva, 2-8 °C-os h6mérsékleten kell tarolni. Hasznalat el6tt melegitse szobahémérsékletre.
Ha zavarossa valnak, dobja ki az oldatokat.

A foszfatpufferoldatot a foszfatpuffer tartalmanak 500 ml ioncserélt vizben torténé feloldasaval kell
elkésziteni. A puffer koncentraciéja 0,067 mol/l, pH-ja 7,7 25 °C-on. H(itészekrényben tarolandd
(2-8 °C). Ha egyértelm(ien mikrobidlis névekedés jelei tapasztalhatok, dobja ki.

Megjegyzés
A mikrobialis névekedés 0,22 mikronos sz(iréegységen keresztill torténd szliréssel késleltethetd.

A metilénkék ellenfesték elkészitéséhez adjon 5 ml metilénkék oldatot 45 ml ioncserélt vizhez.
16l keverje 6ssze. Naponta frissen készitendd.

Citrat-aceton-formaldehid rogzit6oldat: 25 ml citratoldathoz adjon 65 ml acetont és 8 ml 37%-o0s
formaldehidet. Tegye lvegtartdlyba, és szorosan zarja le kupakkal. H(itészekrényben tarolandd
(2-8 °C). Hasznalat elétt melegitse 18-26 °C-ra. H{it6szekrényben, szorosan lezarva térolva stabil.

Ovintézkedések

A készletben talalhato in vitro diagnosztikai eszkézoket klinikai laboratériumi kérnyezetben
torténd in vitro diagnosztikai felhasznalasra szantak. Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkdzoket
csak képzett szakemberek hasznalhatjék. A Sigma-Aldrich in vitro diagnosztikai eszkézoket olyan
laboratériumi személyzet Gzemeltetheti, akik képzettek az esetlegesen fert6z6 emberi mintak
kezelésére, mikroszkdpok és egyéb laboratériumi berendezések hasznalataban, valamint kell6
szinérzékeléssel és latasélességgel rendelkeznek a szinek és egyéb targyak mikroszkdp alatt
torténd megkulonboztetésére.

A laboratériumi reagensek kezelése soran a szokasos 6vintézkedéseket kell kvetni. A hulladékot

a helyi, allami, tartomanyi vagy nemzeti elSirdsoknak megfelelGen kell artalmatlanitani.
Eljaras

Mintavétel

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

vagy szovetek nem tovabbitanak fert6zést. Ezért minden vérkészitményt vagy szévetmintat
potencialisan fertéz6nek kell tekinteni.

A mintdk EDTA-ban vagy heparinban gy(jtheték. A régzités utén a targylemezek legalabb 2 hétig
tarolhatok szobahémérsékleten. Ha a mononukledris sejteket a HISTOPAQUE®-1077 segitségével
fogjak izolalni, az elvalasztast 4 6ran belll el kell végezni, habar 24 ora elteltével is megfigyeltek
megfeleld regeneraldst.! Az ilyen eljarasokhoz nem javasolt a (kilonésen leukopénias egyénektdl
szarmazo) vérkenet hasznalata, mivel ezen anyag értékelése meglehetbsen idigényes.
Sejtcentrifugalt vagy hatarrétegbdl (buffy coat) kinyert prepardtumokat kell alkalmazni.

A csontvel6kenetek és a szévetlenyomat-preparatumok nem jelentenek problémat a mikroszkdpos
értékelés szempontjabol.

Megjegyzések
Minden vizsgélatba be kell vonni egészséges donorok sejtjeit is.

A poliszachardz-natrium-diatrizoat gradienssel izolalt sejtek ellendrzési célbol folyékony nitrogénben
(LN,) térolhatok. Ennek érdekében 1 x 107-10° sejtet kell lefagyasztani 1 + 0,3 °C/perc
sebességgel 50% magzati szarvasmarhaszérumot, 40% RPMI-1640-et (vagy mas megfeleld
szovettenyésztéshez hasznalt folyadékot) és 10% dimetil-szulfoxidot (DMSO) tartalmazé kézegben.
Ezeket az LN, folyadék- vagy gézfazisaban lehet tarolni.

A targylemezeket 1000-szeres nagyitassal kell értékelni. A didimiumsz(ir6k kiemelhetik a szint,
kilénésen diffiz a-NB festddés esetén.
Eljaras

1. Melegitse el6 a foszfatpufferoldatot 37 °C-ra.

2. Kozvetlendl a rogzités el6tt adjon 1,5 ml natrium-nitrit oldatot 1,5 ml pararozanilin oldathoz.
Megforditassal 6vatosan keverje Gssze, és hagyja allni legaldbb 5 percig, majd adja hozza
40 ml elémelegitett foszfatpufferoldathoz.

3. Adjon hozza 5 ml a-naftil-butirat oldatot.

4. Alaposan keverje 6ssze, és Ontse kivettdba. Az oldat borostyan szin(i lesz.

A csapadékképzdédés a reagens bomlasat jelzi.

5. Rogzitse a targylemezeket 10 masodpercig citrat-aceton-formaldehid rogzitéoldatban
szobahémérsékleten (18-26 °C). Oblitse 6ket ioncserélt vizben 45 masodpercig. Ne hagyja,
hogy a lemezek megszaradjanak.

6. Oblités utdn azonnal helyezze a targylemezeket a 4. lépésben leirt oldatba, és inkubélja 1 éran
keresztul 37 °C-on. Megjegyzés: Ha a lemezeket a rogzités utdn nem helyezik az inkubacios
oldatba, legaldbb 45 percig hagyni kell 6ket levegén megszaradni.

7.1 dra elteltével vegye ki a lemezeket a kiivettabol, és 2-3 percig &blitse folyd csapvizzel.
Ontse ki a festoldatot.

8. Hagyja a targylemezeket legaldbb 15 percig levegén szaradni az ellenfestés el6tt.

9. Végezzen ellenfestést 5 percig a metilénkék ellenfestékben.

10. Oblitsen ioncserélt vizzel.

Teljesitményjellemzok

Az egyes limfocitakban megfigyelt fokalis (pontszer(i) festédési minta Gsszefliggésbe hozhatd az
IgM Fc-receptorait hordozé érett T-sejtekkel. Ez az alcsoport bizonyos mértékig atfed a T-helper
sejtpopulaciéval, de nem pontos mértéke a helper funkciénak. A diffizan vagy szemcsésen fest6d6
limfocitak az IgG Fc részéhez kapcsolodo receptorokat hordoznak, és bizonyos mértékig atfednek a
T-szuppresszor sejtpopulécidval.

Ha a megfigyelt eredmények eltérnek a vart eredményektdl, kérjik, forduljon a Sigma-Aldrich
muiszaki szolgalatahoz segitségért.
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Analitikai teljesitményjellemzok Atdolgozasi el6zmények
Az adott tesztek analitikai teljesitményjellemz6i az 6sszes célstruktiran vizsgalva 100% érzékenységet,
specificitast és ismételhetéséget igazoltak. Rev.: 3.0 2014
N . Rev.: 4.0 2016
Kat. Termékleiras cél Teszten Teszten Tesztek Tesztek
sz. belilli  beliili érzé-  kozotti  kozotti ér- Rev.: 5.0 2023
specificitds  kenység  specificitdis zékenység
a-naftil-butirat Aktivitas Athelyezve az (j sablonba a jelenlegi markajelzéssel. A professzionalis hasznalatra
1801 oldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3 vonatkozd megallapitas leirdsa a rendeltetésszer(i hasznalat és az dvintézkedések
N Aktivitas részekben. A diagnézishoz nyujtott segitségrél sz016 nyilatkozat athelyezése a
1804 Pararozanilin oldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3 rendeltetésszer(i hasznalathoz. A rendeltetésszer(i hasznalatra vonatkozo részek
NAtrium-nitrit Aktivitas atdolgozasa az IVDR iranyelveknek valé megfelelés érdekében. Az Anyagbiztonsagi
1809 tablettak helye 3/3 3/3 3/3 3/3 adatlap frissitése Biztonsagi adatlapra. Az elérhetéségek frissitése. A mintagydjtés
. AKtivitas soran a CLSI kévetésére vonatkozd utasitds eltdvolitdsa. Az EN 980-as szabvany
915 Citratoldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3 szerinti jelzések eltavolitdsa és az EN ISO 15223-1:2021 szabvény jelzéseire
- AKtivitas valtoztatdsa. A nemkivanatos eseményekkel kapcsolatos elérhetdségek hozzaadasa.
1805 Foszfatpuffer helye 3/3 3/3 3/3 3/3 Figyelmeztetések és veszélyek hozzaadasa. A 181A készletre vonatkozé hivatkozasok
AKGivitas eltavolitasa. A CH-REP informacié hozzaadva.
1808 Metilénkék oldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3

Figyelmeztetések és veszélyek

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

SOOPE

H226 Tlizveszélyes folyadék és gbz.

H272 Fokozhatja a t(iz intenzitdsat; oxidalé hatasu.
H290 Fémekre korroziv hatasu lehet.

H301 Lenyelve mérgezd.

H312 + H332 Bdrrel érintkezve vagy belélegezve artalmas.
H315 Bérirritald hatasy.

H319 Sllyos szemirritaciot okoz.

H335 Léguti irritaciot okozhat.

H350 Rékot okozhat.

H370 Karosithatja a szerveket (szemet).

H400 Nagyon mérgezé a vizi élévilagra.

P210 H6tél, forro fellletektdl, szikratdl, nyilt langtdl és mas gyujtéforrastdl tavol tartando.
Tilos a dohanyzas.

P273 Kerllni kell az anyagnak a kdrnyezetbe valé kijutasat.
P280 VédGkeszty(i/védéruha/szemvédé/arcvédd hasznalata kotelezo.
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 6bliteni vizzel.

P304 + P340 + P312 BELELEGZES ESETEN: Az érintett személyt friss levegére kell vinni, és
olyan nyugalmi testlhelyzetbe kell helyezni, hogy kénnyen tudjon 1élegezni. Rosszullét esetén
forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.

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

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

wl v

[E] Lasd a hasznalati utasitast

Katalogusszam

Gyartasi tétel kddja

Meghatalmazott képviseld Az Eurdpai Unié megfelel8ségi

az Eurépai Kozosségben/ C€ nyilatkozata (az IVDR 2017/746

Eurdpai Unidban meghatarozésa szerint)

In vitro diagnosztikai
orvostechnikai eszkéz
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Navod k pouziti

Souprava na esterazu a-naftyl-
butyratu z lymfocytl

Postup €. 181

Ce MRRCK

Uréené pouziti

Lymfocytérni souprava a-naftylbutyrat esterdzy je urcena k pouziti jako obecné laboratorni
histochemické barveni pro detekci a-naftylbutyrat esterdzy v krvi, filmech kostni dfené a
tkanovych dotykovych preparatech. Lymfocytarni souprava a-naftylbutyrat esterazy je uréena pro
,diagnostické pouiti in vitro*. Pouze pro profesionaini pouziti. Udaje ziskané z tohoto manualiniho
kvalitativniho postupu slou?i pouze jako pomd{icka pro diagnostiku lidskych vzorkd a mély by byt
pFezkoumany spole¢né s dalSimi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.

Nize uvedend reakce na a-naftyl-butyrat esterdzu také prokaze nespecifickou aktivitu esterdzy

v monocytech a makrofazich. Pro tento Gcel je k dispozici nékolik rliznych metod. Nize uvedena
metoda neni specifickd pro monocyty a makrofagy, protoze pH inkubac¢niho média bylo upraveno
tak, aby u nékterych lymfocytd vykazovalo fokalni (te¢kované) zbarveni. a-naftyl-butyrat esteréza
je méné citliva nez a-naftyl-acetat esterdza. Pro postupy citlivéjsi na monocyty nabizi spole¢nost
Sigma dvé soupravy esterazy, katalogové ¢. 90A1 a 91A. Tyto soupravy rovnéz obsahuji pokyny
pro prokézani a-naftyl-acetéat esterazy s inhibici fluoridd.

Podle technik spolecnosti Sigma-Aldrich se cytocentrifugacni pripravky nebo natéry fixuji v roztoku
citratu, acetonu a formaldehydu. A-naftylbutyrat esterdza se pak vizualizuje pomoci nasledujicich
principl simultanniho zachytu.

a-naftyl-butyrat esteraza

a-NB
Hexazotizovana Nerozpustny chromogenni komplex

a-naftyl-butyrat a-naftyl-HPR (&erveno-hnédy)

Pararosanilin
Cinidla
Roztok a-naftyl-butyratu (kat. ¢. 1801-50ML)
a-naftyl-butyrat, 2,4 g/l, v methanolovém roztoku s rozpoustédly

Roztok pararosanilinu (kat. ¢. 1804-15ML)

Pararosanilin, 40 g/I, C.I. 42500, ve 2 mol/I kyseliny chlorovodikové. Nebezpedi. Zplisobuje
podréazdéni kiize. Zplsobuje vazné podrazdéni oci. Mize zplisobit podrazdéni dychacich cest.

MGze zplsobit rakovinu. Nevdechujte prach / dym / plyn / mlhu / vypary / aerosol.

Tablety dusitanu sodného (kat. ¢. 1809-10TAB)

Dusitan sodny, 250-260 mg v jedné tableté. Nebezpedi. Mlze zesilit ohefi; oxida¢ni ¢inidlo. Toxicky
pi poziti. Zplisobuje vazné podrazdéni o&i. Velmi toxicky pro vodni organismy. Uchovaveijte/
skladujte mimo dosah odév(i / hoflavych material{. Zabrarite uvolfiovéani do Zivotniho prostiedi.

V PRIPADE POZRENI: Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo lékare.

Roztok citratu (kat. ¢. 915-50ML)
Kyselina citronovda, 18 mmol/l, citronan sodny, 9 mmol/I, chlorid sodny, 12 mmol/I a povrchové
aktivni latka. pH by mélo byt 3,6 £ 0,1.

Fosfatovy pufr (kat. ¢. 1805-1VL)
Fosfore¢nan sodny, 59,6 mM, fosfore¢nan draselny, 7,1 mM.

Roztok methylenové modfFi (kat. ¢. 1808-50ML)
Methylenova modf, CI 52015, 1,4% (m/V) v 95% ethanolu

Potfebné specialni materidly, které nejsou soucasti dodavky
e Aceton, ACS ¢inidlo

e Formaldehyd, 37%

e Vodni lazen schopna udrzovat teplotu 37 °C chrdnéna pred svétlem

Skladovani a stabilita

Roztok a-naftylbutyrdtu uchovavejte v mraznicce pfi teploté pod 0 °C. Roztoky zahfejte na 37 °C a
pred pouzitim dobre promichejte. Pokud Cinidla zezloutnou nebo se vytvofi srazenina, zlikvidujte je.

Uchovavejte roztok pararosanilinu, fosfatovy pufr, tablety dusitanu sodného a roztok methylenové
modFi pFi pokojové teploté (18-26 °C) a chrarite je pred svétlem.

Roztok tablet dusitanu sodného a roztok fosfatového pufru uchovévejte v chladu (2-8 °C).

Na stitcich ¢inidel je uvedeno datum spotfeby.

Roztok citratu je vhodny pro pouziti, pokud nedochdzi k mikrobidlnimu riistu.

Znehodnoceni

Pokud se cinidlo zbarvi jasné Zluté nebo se vytvofi srazenina, roztok a-naftylbutyratu zlikvidujte.

Pokud se roztok po pfidani tabletového roztoku dusitanu sodného nezbarvi do jantarové barvy,
roztok pararosanilinu zlikvidujte.

Roztok fosfatového pufru by se mél zlikvidovat, pokud se objevi zakal.

Pfiprava
Zahrejte roztok a-naftylbutyratu na 37 °C. Roztok tablety dusitanu sodného, 4 g/dl, se pfipravi
rozpusténim 1 tablety v 6,25 ml deionizované vody. Uchovavejte tento roztok pevné zazatkovany

pfi teploté 2-8 °C. Pfed pouzitim zahfejte na pokojovou teplotu. Pokud se objevi zékal, zlikvidujte je.

Roztok fosfatového pufru se pfipravi rozpusténim obsahu fosfatového pufru v 500 ml deionizované
vody. Pufr ma koncentraci 0,067 mol/l, pH 7,7 pfi 25 °C. Uchovavejte v chladni¢ce (2-8 °C).
Pokud je patrny mikrobialni rist, pufr zlikvidujte.

Poznamka
Mikrobidlni rlist mze byt zpomalen filtraci pfes 0,22 mikronovou filtraéni jednotku.

Kontrastni barvivo methylenové modfi se pfipravi pfidanim 5 ml roztoku methylenové modfi do
45 ml deionizované vody. Dobfe promichejte. Pfipravujte denné Cerstvy.

Fixacni prostfedek citrat-aceton-formaldehyd: Do 25 ml roztoku citratu pfidejte 65 ml acetonu
a 8 ml 37% formaldehydu. Vlozte do sklenéné lahvicky a pevné uzaviete. Uchovaveijte v
chladni¢ce (2-8 °C). Pfed pouzitim zahfejte na 18-26 °C. Stabilni, pokud je uchovavan pevné
uzavieny v chladnicce.

Bezpecnostni opatieni

Diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro obsazené v této soupravé jsou uréeny pro
diagnostické pouziti in vitro v klinickém laboratornim prostredi. Tyto diagnostické zdravotnické
prostfedky in vitro jsou uréeny pouze pro profesionalni pouziti kvalifikovanym personalem.
Diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro Sigma-Aldrich mohou byt pouZivany laboratornimi
pracovniky, ktefi jsou vyskoleni k manipulaci s lidskymi vzorky, které mohou byt infekéni, k
pouzivani mikroskoptl a jiného laboratorniho vybaveni a jejich barevné vidéni a ostrost zraku jsou
dostate¢né pro rozliseni barev a réiznych objektd pod mikroskopem.

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

Postup

Odbér vzorkd

Z4dna zndméa zkuebni metoda neméZe nabidnout naprosté ujisténi, ze vzorky krve nebo tkané
nebudou zdrojem infekce. VSechny krevni derivaty nebo vzorky tkani je proto nutné povazovat za
potencialné infekéni.

Vzorky mohou byt odebrany bud' v EDTA, nebo v heparinu. Po fixaci mohou byt sklicka uchovavana
pfi pokojové teploté po dobu nejméné 2 tydnd. Pokud maji byt mononuklearni bufiky izolovany
pomoci pfipravku HISTOPAQUE®-1077, méla by byt separace provedena do 4 hodin, ackoli po

24 hodinach byla zaznamenana odpovidajici obnova.! Krevni natéry se pro tyto postupy
nedoporucuji, zejména u leukopenickych osob, protoZe vyhodnoceni tohoto materidlu je pomérné
Casové naroc¢né. Mély by byt pouzity cytocentrifugacni nebo buffy coat pfipravky. Natéry z kostni
dfené a tkanové preparaty nepredstavuji Zadny problém, pokud jde o mikroskopické hodnoceni.

Poznamky
Do kazdého testu by mély byt zahrnuty buriky od zdravych darcd.

Buriky izolované na gradientech polysachardzy a diatrizoatu sodného mohou byt pro kontrolni
Ucely skladovany v kapalném dusiku (LN,). Za timto Gcelem se zmrazi 1 x 107-10° bunék pfi

1 £ 0,3 °C za minutu v médiu obsahujicim 50 % fetalniho teleciho séra, 40 % RPMI-1640 (nebo
jinych vhodnych kapalin pro tkariové kultury) a 10 % dimethylsulfoxidu (DMSO). Mohou byt
skladovany bud'v kapalné, nebo parni fazi LN,.

Snimky by mély byt vyhodnoceny pomoci 1000X zvétseni. Dydimiové filtry mohou zesilit barvu
zejména difuzniho barveni a-NB.

Postup

1. Predehfejte roztok fosfatového pufru na teplotu 37 °C.

2. Bezprostfedné pred fixaci pridejte 1,5 ml roztoku tablety dusitanu sodného do 1,5 ml roztoku
pararosanilinu. Jemné promichejte prekldpénim a nechte odstat nejméné 5 minut, poté
pfidejte do 40 ml predehfatého roztoku fosfatového pufru.

3. PFidejte 5 ml roztoku a-naftyl-butyratu.

4. Dobre promichejte a nalijte do Coplinovy nadoby. Roztok bude jantarovy. Tvorba srazeniny
indikuje zhorseni ¢inidla.

5. Zafixujte sklicka po dobu 10 sekund ve fixa¢nim prostfedku citrat-aceton-formaldehyd pfi
pokojové teploté (18-26 °C). Oplachujte v deionizované vodé po dobu 45 sekund. Nedovolte,
aby sklicka vyschla.

6. Ihned po oplachnuti umistéte sklicka do roztoku z kroku 4 a inkubujte 1 hodinu pfi teploté
37 °C. Poznamka: Nejsou-li skli¢ka po fixaci umisténa do inkubacniho roztoku, musi se
nechat vyschnout na vzduchu po dobu nejméné 45 minut.

7. Po 1 hodiné vyjméte sklicka z Coplinovy nadoby a oplachujte 2-3 minuty tekouci vodou z
vodovodu. Roztok barviva zlikvidujte.

8. Nechte sklicka uschnout na vzduchu nejméné 15 minut pfed kontrastnim barvenim.

9. Kontrastné barvéte 5 minut v methylenové modfi.

10. Proplachnéte v deionizované vodé.

Pracovni charakteristiky

Fokalni (te¢kované) zbarveni pozorované u nékterych lymfocytd souvisi se zralymi T-lymfocyty
nesoucimi Fc receptory pro IgM. Tato podmnozina do urcité miry prekryva populaci pomocnych
T-lymfocytd, ale neni pfesnym méfitkem pomocné funkce. Lymfocyty s difuznim nebo granularnim
obarvenim nesou receptory pro Fc ¢ast IgG a do urcité miry se prekryvaji s populaci
supresorovych T-lymfocytd.

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

Analytické pracovni charakteristiky

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

Kat. &. Popis cil Specifiénost Citlivost Specifiénost  Citlivost
produktu v ramci v ramci mezi mezi
testu testu testy testy
Roztok a-naftyl- Mista
1801 butyratu aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Roztok Mista
1804 pararosanilinu aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Tablety dusitanu Mista
1809 sodného aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
915 Roztok citratu Mista 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
aktivity
1805 Fosfatovy pufr Mista 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
aktivity
1808 Roztok Mista 323 3ze3 3ze3 3ze3

methylenové modfi aktivity
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Varovani a rizika

Aktudlni informace o rizicich, nebezpecich a bezpecénosti si prectéte v bezpecnostnim listu a na
oznaceni vyrobku.

SOHPO

H226 HofFlava kapalina a pary.

H272 Mze zesilit oheri; oxidacni Cinidlo.

H290 MiZe byt korozivni pro kovy.

H301 Toxicky pfi poziti.

H312 + H332 Zdravi $kodlivy pfi styku s kiiZi nebo pfi vdechovani.

H315 Zplsobuje podrazdéni kize.

H319 Zplisobuje vazné podrazdéni o&i.
H335 Mize zplsobit podrazdéni dychacich cest.
H350 Méze zplsobit rakovinu.

H370 Zplsobuje poskozeni organl (o&i).

H400 Velmi toxicky pro vodni organismy.

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

P273 Zabrarte uvolriovani do Zivotniho prostfedi.
P280 Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranu oci / ochranu obliceje.
P301 + P310 PRI POZITI: OkamZité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNT STREDISKO / Iékare.

P303 + P361 + P353 PRI STYKU S KUZI (nebo s viasy): 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
stredisko / |ékare.

Pokud béhem pouzivani tohoto prostiedku nebo v diisledku jeho pouzivani doslo

k zavazné nezadouci pfihodé, nahlaste to vyrobci a/nebo jeho autorizovanému
zastupci a vaSemu narodnimu afadu.

Definice symbold
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
v IVDR 2017/746)

Diagnosticky zdravotnicky
prostredek in vitro

Autorizovany zéstupce v Evropském C E
spolecenstvi / Evropské unii

Datum spotfeby

Upozornéni

<
,ﬂ’ Teplotni limit
il

Datum vyroby Dovozce

Oznaduje autorizovaného zastupce

ve Svycarsku

Reference

1. Zito DR, Johnson KL, Skipper ME, Normansell DE: Isolation of mononuclear cells from the whole

blood: Comparison of two media. Lab Med 17:94, 1986

Kontaktni informace

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

Historie revizi

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

Pfeneseno do nové $ablony s aktudlnim znacenim. Uréeno pro profesionalni pouziti
v ramci urceného pouziti a bezpec¢nostnich opatfeni. Pfesunuti napovédy k uréeni
diagnodzy do uréeného pouziti. Revidované urcené pouziti k dosazeni souladu s
pokyny IVDR. Aktualizovany bezpecnostni list materialu k bezpe¢nostnimu listu.

Aktualizované kontaktni informace. Odstranén pokyn k dodrzeni CLSI pro odbér vzorkd.

Odstranéna norma EN 980 a zménéna na normu EN ISO 15223-1:2021 pro symboly.
Pridany kontaktni informace pro pfipad nezadouci udalosti. Pfidana varovani a rizika.
Odstranény odkazy na sadu 181A. Pfidany informace CH-REP.
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informace o ochrannych znamkach jsou k dispozici prostrednictvim vefejné pristupnych zdrojd.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.
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Bruksanvisning

Lymfocytt a-naftylbutyratesterasesett
Prosedyre nr. 181

e MRGCRCTK

Tiltenkt bruk

Lymfocytt a-naftylbutyratesterasesett er ment for bruk som en generell laboratoriehistokjemisk
farging for pavisning av a-naftylbutyratesterase i blod, benmargsfilmer og preparater for bergring av
vev. Lymfocytt a-naftylbutyratesterasesett er til "in vitro-diagnostick bruk". Kun for profesjonell bruk.
Dataene fra denne manuelle, kvalitative prosedyren tjener bare som hjelpemiddel til diagnostisering
av prover fra mennesker, og bgr gjennomgas i forbindelse med andre kliniske diagnostiske tester
eller informasjon.

Reaksjonen oppfgrt nedenfor for a-naftylbutyratesterase vil ogs8 vise uspesifikk esteraseaktivitet i
monocytter og makrofager. Flere forskjellige metoder er tilgjengelige for dette form&let. Metoden
som er oppfgrt nedenfor, er ikke spesifikk for monocytter og makrofager, siden pH-verdien til
inkubasjonsmediet er justert for & vise et fokalt (prikket) fargingsmgnster i noen lymfocytter.
a-naftylbutyratesterasen er mindre folsom enn prosedyren med a-naftylacetatesterase. For
prosedyrer som er mer fglsomme for monocytter, tilbyr Sigma to esterasesett, katalognr. 90A1 og
91A. Disse settene inkluderer ogsa instruksjoner for demonstrasjon av a-naftylacetatesterase med
fluoridhemming.

I henhold til Sigma-Aldrich-teknikker fikseres cytosentrifugepreparater eller -filmer i en sitrat-
aceton-formaldehyd-lgsning. a-naftylbutyratesterase blir deretter visualisert ved hjelp av fglgende
samtidige innfangingsprinsipper.

a-naftylbutyratesterase

a-NB
Heksazotisert  Ulgselig kromogent a-naftyl-HPR-
—_—

a-naftylbutyrat kompleks (rgdbrunt)

Pararosanilin

Reagenser
a-naftylbutyratlgsning (kat.nr. 1801-50ML)
a-naftylbutyrat, 2,4 g/|, i metanollgsning med opplgsningsmidler

Pararosanilinlgsning (kat.nr. 1804-15ML)

Pararosanilin, 40 g/I, C.I. 42500, i 2 mol/I saltsyre. Fare. Irriterer huden. Gir alvorlig gyeirritasjon.
Kan for8rsake irritasjon av luftveiene. Kan forérsake kreft. Unngd inndnding av stev/rgyk/gass/
t&ke/damp/aerosoler.

Natriumnitrittabletter (kat.nr. 1809-10TAB)

Natriumnitritt, 250-260 mg per tablett. Fare. Kan forsterke brann; oksiderende. Giftig ved
svelging. Gir alvorlig gyeirritasjon. Meget giftig for liv i vann. Holdes/oppbevares borte fra
klzer / brennbare materialer. Unngd utslipp til miljget. VED SVELGING: Kontakt umiddelbart et
GIFTINFORMASJONSSENTER / en lege.

Sitratlgsning (kat.nr. 915-50ML)
Sitronsyre, 18 mmol/l, natriumsitrat, 9 mmol/I, natriumklorid, 12 mmol/l og overflateaktivt middel.
pH skal vaere 3,6 £ 0,1.

Fosfatbuffer (kat.nr. 1805-1VL)
Natriumfosfat, 59,6 mM, kaliumfosfat, 7,1 mM.

Metylenblatt-lgsning (kat.nr. 1808-50ML)
Metylenbldtt, C.I. 52015, 1,4 % (vekt/volum) i 95 % etanol

Spesielle materialer som kreves, men som ikke medfgalger

e Aceton, ACS-reagens
e Formaldehyd, 37 %
e Vannbad i stand til & holde 37 °C skjermet fra lys

Oppbevaring og stabilitet

Oppbevar a-naftylbutyratlgsning i fryseren under 0 °C. Varm opp Igsningene til 37 °C og bland godt
fgr bruk. Kast hvis reagensene blir gule eller hvis det dannes bunnfall.

Oppbevar pararosanilinlgsning, fosfatbuffer, natriumnitrittabletter og metylenbltt-lgsning i
romtemperatur (18-26 °C) beskyttet mot lys.

Oppbevar natriumnitritt-tablettlgsning og fosfatbufferlgsning i kjgleskap (2-8 °C).
Reagensetiketter har utlgpsdato.

Sitratlgsningen er egnet for bruk ved fravaer av mikrobiell vekst.

Forringelse

Kast a-naftylbutyratlgsning hvis reagensene blir lysegule eller hvis det dannes bunnfall.

Kast pararosanilinlgsningen hvis Igsningen ikke blir gul ved tilsetning av natriumnitrittablettlgsning.

Fosfatbufferlgsning skal kasseres hvis den blir uklar.

Fremstilling
Varm opp a-naftylbutyratligsning til 37 °C. Natriumnitrittablettlasning, 4 g/dl fremstilles ved & Igse
opp 1 tablett i 6,25 ml avionisert vann. Oppbevar denne Igsningen tett lukket ved 2-8 °C. Varm opp
til romtemperatur fgr bruk. Kast hvis det oppstar uklarhet.

Fosfatbufferlgsning fremstilles ved & Igse opp innholdet av fosfatbuffer i 500 ml avionisert vann.
Bufferen har en konsentrasjon p& 0,067 mol/l, pH 7,7 ved 25 °C. Oppbevares i kjgleskap (2-8 °C).
Kast ved tegn p& mikrobiell vekst.

Merk
Mikrobiell vekst kan hindres ved & filtrere gjennom en 0,22 mikron filterenhet.

Metylenbl8tt-kontrastfargen fremstilles ved § tilsette 5 ml metylenbl§tt-lgsning i 45 ml avionisert
vann. Bland godt. Fremstill fersk daglig.

Fikseringsmiddel med sitrat-aceton-formaldehyd: Tilsett 65 ml aceton og 8 ml av 37 % formaldehyd
i 25 ml sitratlgsning. Plasser i en glassflaske og lukk godt igjen. Oppbevares i kjsleskap (2-8 °C).
Varm opp til 18-26 °C fgr bruk. Stabil ved oppbevaring godt lukket i kjsleskap.

Forsiktighetsregler

IVD-ene inkludert i dette settet er beregnet for in vitro-diagnostisk bruk i et klinisk laboratoriemiljg.
Disse IVD-ene er kun for profesjonell bruk av kvalifisert personell. Sigma-Aldrich-IVD-er kan
betjenes av laboratoriepersonell som er oppleert i & hdndtere humane prover som kan vaere
smittsomme, bruke mikroskoper og annet laboratorieutstyr og som har fargeoppfatning og
synsskarphet for & skille farger og andre elementer under et mikroskop.

Normale forsiktighetsregler for h&ndtering av laboratoriereagenser bgr fglges. Avfall ma 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.

Prgver kan samles inn i enten EDTA eller heparin. Etter fiksering kan objektglass oppbevares

i romtemperatur i minst 2 uker. Hvis mononuklezere celler skal isoleres ved bruk av
HISTOPAQUE®-1077, bgr separasjon utfgres innen 4 timer, selv om rimelig gjenoppretting er
registrert etter 24 timer.?* Blodfilmer, spesielt fra personer med leukopeni, er ikke anbefalt for disse
prosedyrene, ettersom evaluering av dette materialet er ganske tidkrevende. Cytosentrifuge eller
buffy coat-preparater bgr brukes. Benmargsfilmer og vevsbergringsavtrykk utgjer ingen problemer
med hensyn til mikroskopisk evaluering.

Merknader
Celler fra friske donorer bgr inkluderes i hver test.

Celler isolert pd polysukrose-natriumdiatrizoatgradienter kan lagres i flytende nitrogen (LN,) for
kontrollform8l. For 8 oppnd dette fryses 1 x 107-10¢ celler ved 1 + 0,3 °C per minutt i et medium
som inneholder 50 % fgtalt kalveserum, 40 % RPMI-1640 ( eller andre egnede vevskulturvaesker)
og 10 % dimetylsulfoksid (DMSO). De kan lagres enten i veeske- eller dampfasen til LN,.

Objektglass bgr evalueres med 1000X forstgrrelse. Dydimiumfiltre kan forbedre fargen, spesielt for
den diffuse fargingen a-NB.

Prosedyre

1. Forvarm fosfatbufferlgsning til 37 °C.

2. Umiddelbart for fiksering tilsetter du 1,5 ml natriumnitrittablettigsning i 1,5 ml
pararosanilinigsning. Bland forsiktig ved & snu opp ned og la std i minst 5 minutter, og tilsett
deretter 40 ml forvarmet fosfatbufferlgsning.

3. Tilsett 5 ml a-naftylbutyratlgsning

4. Bland godt og hell i en Coplin-beholder. Lasningen vil vaere gul. Dannelse av bunnfall angir
reagensforringelse.

5. Fikser objektglass i 10 sekunder i sitrat-aceton-formaldehyd-fikseringsmidlet ved romtemperatur
(18-26 °C). Skyll i avionisert vann i 45 sekunder. Objektglassene skal ikke lufttarkes.

6. Umiddelbart etter skylling plasserer du objektglassene i Igsningen fra trinn 4 og inkuberer i
1 time ved 37 °C. Merk: Hvis objektglassene ikke legges i inkubasjonslgsning etter fiksering,
ma de lufttgrke i minst 45 minutter.

7. Fjern objektglassene fra Coplin-beholderen etter 1 time og skyll i 2-3 minutter i rennende
vann fra springen. Kast fargelgsningen.

8. La objektglassene lufttgrke minst 15 minutter for kontrastfarging.

9. Kontrastfarg 5 minutter i metylenbldtt-kontrastfarge.

10. Skyll i avionisert vann.

Ytelsesegenskaper

Det fokale (prikkete) fargingsmgnsteret observert i noen lymfocytter er assosiert med modne
T-celler som har Fc-reseptorer for IgM. Denne undergruppen overlapper populasjonen med
T-hjelperceller til en viss grad, men er ikke et ngyaktig mal p8 hjelperfunksjonen. De diffuse
eller granulaere fargingslymfocyttene baerer reseptorer til Fc-delen av IgG og overlapper til
en viss grad populasjonen med T-suppressorceller.

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

Analytiske ytelsesegenskaper

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

Kat. Produkt- Mal Spesi tet Folsomhet Spesifisitet Fglsomhet
nr. beskrivelse innen innen mellom mellom
analyse analyse analyser analyser
a-naftylbutyrat-  Steder med
1801 lsning aktivitet 3av3 3av3 3av3 3av3
Pararosanilin- Steder med
1804 losning aktivitet 3av3 3av3 3av3 3av3
Natriumnitritt- ~ Steder med
1809 tabletter aktivitet 3av3 3av3 3av3 3av3
R . Steder med
915 Sitratlgsning aktivitet 3av3 3av3 3av3 3av3
Steder med
1805 Fosfatbuffer aktivitet 3av3 3av3 3av3 3av3
3
1808 Metylenblatt- Steder med 3av3 3av3 3av3 3av3

Igsning aktivitet
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Advarsler og farer
Se sikkerhetsdatablad og produktmerking for oppdatert risiko-, fare- eller sikkerhetsinformasjon.

S>OEPE

H226 Brannfarlig vaeske og damp.

H272 Kan forsterke brann; oksiderende.
H290 Kan veere etsende for metaller.

H301 Giftig ved svelging.

H312 + H332 Farlig ved hudkontakt eller inndnding.
H315 Irriterer huden.

H319 Gir alvorlig gyeirritasjon.

H335 Kan for8rsake irritasjon av luftveiene.
H350 Kan fordrsake kreft.

H370 Fordrsaker organskader (gyne).

H400 Meget giftig for liv i vann.

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

P273 Unngd utslipp til miljoet.
P280 Benytt vernehansker/verneklzaer/gyevern/ansiktsvern.
P301 + P310 VED SVELGING: Kontakt umiddelbart et GIFTINFORMASJONSSENTER / en lege.

P303 + P361 + P353 VED HUDKONTAKT (eller héret): Tilsglte klzer m& fjernes straks. Skyll
huden med vann.

P304 + P340 + P312 VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og serg for at vedkommende
har en stilling som letter 8ndedrettet. Kontakt et GIFTINFORMASIONSSENTER / en lege ved
ubehag.

Hvis det har oppstétt 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

Autorisert representant i
Det europeiske fellesskap / EU

EU-samsvarserklaering (definert i
IVDR 2017/746)

In vitro-diagnostisk medisinsk

Best fgr-dato utstyr

,ﬂ’ Temperaturgrense Forsiktighetsregel

Produksjonsdato @ Importgr

Angir autorisert representant i
Sveits

Referanser

1. Zito DR, Johnson KL, Skipper ME, Normansell DE: Isolation of mononuclear cells from the whole
blood: Comparison of two media. Lab Med 17:94, 1986

Kontaktinformasjon

For & legge inn en bestilling, besgk nettstedet vart pd SigmaAldrich.com. Besgk siden for teknisk service
p& nettstedet vart p§ SigmaAldrich.com/techservice for teknisk service.

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

Overfgrte til ny mal med gjeldende varemerke. Spesifiserte at utstyret er for
profesjonell bruk, i tiltenkt bruk og forsiktighetsregler. Flyttet utsagn om diagnostisk
hjelpemiddel til tiltenkt bruk. Reviderte tiltenkt bruk for & overholde IVDR-

retningslinjer. Oppdaterte materialsikkerhetsdatablad til sikkerhetsdatablad. Oppdaterte Sigma-Aldrich, Inc.,
kontaktinformasjon. Fjernet instruksjon om & fglge CLSI for provetaking. Fjernet 3050 Spruce Street,

EN 980 og endret til EN ISO 15223-1:2021 for symboler. La til kontaktinformasjon for St. Louis, MO 63103 USA
bivirkninger. La til advarsler og farer. Fjernet referanser til 181A-sett. La til informasjon an affiliate of Merck KGaA,
om CH-REP. Darmstadt, Germany

+1(314) 771-5765
MDSS CH GmbH

Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,
Germany

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

offentlig tilgjengelige ressurser.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

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

Kullanma Talimati

Lenfosit a-Naftil Butirat
Esteraz Kiti

Prosedir No. 181

Ce MRRCK

Kullanim Amaci

Lenfosit a-Naftil Butirat Esteraz Kiti, kanda, kemik iligi filmlerinde ve doku dokundurma
preparatlarinda a-naftil bitirat esterazin tespiti igin genel laboratuvar histokimyasal boyasi

olarak kullaniimak (izere tasarlanmistir. Lenfosit a-Naftil Butirat Esteraz Kiti, "In Vitro Tani Amagli
Kullanim" igindir. Yalnizca profesyonel kullanim igindir. Bu manuel kalitatif prosediirden elde edilen
veriler yalnizca insan numunelerinin tanisina yardimci olur ve diger klinik tanisal testleri veya
bilgileri ile birlikte gézden gegirilmelidir.

a-Naftil Butirat Esteraz igin asagida listelenen reaksiyon ayrica monositlerde ve makrofajlarda
spesifik olmayan esteraz aktivitesi gosterecektir. Bu amagla birkag farkli yéntem mevcuttur.
Kulugka ortaminin pH'i, bazi lenfositlerde bir fokal (nokta) boyama paterni gosterecek sekilde
ayarlandigindan asagida listelenen yontem monositler ve makrofajlar igin spesifik degildir. a-Naftil
Butirat Esteraz, a-Naftil Butirat Esteraz prosediriinden daha az duyarlidir. Monositlere karsi daha
duyarli prosedirler igin Sigma, Katalog No. 90A1 ve 91A seklinde iki Esteraz kiti sunar. Bu kitler
ayrica flortr inhibisyonu ile a-naftil asetat esterazin gésterilmesi igin talimatlar igerir.

Sigma-Aldrich tekniklerine gére sitosantrifiij preparasyonlari veya filmler bir sitrat-aseton-
formaldehit ¢ozeltisinde sabitlenir. A-naftil butirat esteraz daha sonra asagidaki eszamanli yakalama
ilkeleriyle gorsellegtirilir.

a-Naftil Butirat Esteraz

a-NB
Hekzazotize Coziinmeyen-Kromojenik a-Naftil-

a-Naftil Butirat HPR Kompleksi (Kirmizi-Kahverengi)

Pararosanilin

Reaktifler
a-Naftil Butirat Cozeltisi (Kat. No. 1801-50ML)
a-Naftil Butirat, 2,4 g/L, ¢ozicllerle birlikte metanol ¢ozeltisi iginde.

Pararosanilin Cozeltisi (Kat. No. 1804-15ML)

Pararosanilin, 40 g/L, CI 42500, 2 mol/L hidroklorik asit iginde. Tehlike. Cilt tahrisine neden olur.
Ciddi g6z tahrisine neden olur. Solunum tahrisine neden olabilir. Kansere neden olabilir. Tozunu/
dumanini/gazini/sisini/buharini/spreyini solumaktan kaginin.

Sodyum Nitrit Tabletleri (Kat. No. 1809-10TAB)

Sodyum nitrit, tablet basina 250-260 mg. Tehlike. Yangini guiglendirebilir; oksitleyici. Yutulmasi
halinde zehirlidir. Ciddi g6z tahrisine neden olur. Sudaki yasam igin gok toksiktir. Kiyafetlerden/
yanicl malzemelerden uzak tutun/uzakta saklayin. Cevreye salinmasini 6nleyin. YUTULMASI
HALINDE: Derhal bir ZEHIR DANISMA MERKEZINI veya doktoru/hekimi arayin.

Sitrat Cozeltisi (Kat. No.915-50ML)
Sitrik asit, 18 mmol/L, sodyum sitrat, 9 mmol/L, sodyum kloriir, 12 mmol/L ve sirfaktan.
pH, 3,6 £ 0,1 olmalidir.

Fosfat Tamponu (Kat. No. 1805-1VL)
Sodyum fosfat, 59,6 mM, potasyum fosfat, 7,1 mM.

Metilen Mavi Cozeltisi (Kat. No. 1808-50ML)
Metilen mavi, C.I. 52015, %095 etanol iginde %1,4 (a/h).

Saglanmayan Gerekli Ozel Malzemeler

e Aseton, ACS Reaktifi

e Formaldehit, %37

e 37°C'yi igiktan korunurken muhafaza edebilen su banyosu

Saklama ve Stabilite

a-Naftil Butirat Cozeltisini, 0°C'nin altinda dondurucuda saklayin. Gozeltiyi 37°C'ye isitin ve
kullanmadan 6nce iyice karistirin. Reaktifler sariya donerse veya gokelti olusursa atin.

Pararosanilin Cozeltisi, Fosfat Tamponu, Sodyum Nitrit Tabletleri ve Metilen Mavi Cozeltisini oda
sicakliginda (18-26°C) isiktan koruyarak saklayin.

Sodyum Nitrit Tablet Cozeltisini ve Fosfat Tampon Cozeltisini buzdolabinda (2-8°C) saklayin.
Reaktif etiketlerinde son kullanma tarihi bulunur.

Sitrat gozeltisi, goriinir mikrobiyal bityimenin olmadigi durumlarda kullanima uygundur.
Bozulma

Reaktifler parlak sariya dénerse veya gokelti olusursa a-Naftil Butirat Cozeltisini atin.

Sodyum Nitrit Tablet Cozeltisi eklendiginde g¢ozelti kehribar rengine dénmiyorsa Pararosanilin
Cozeltisini atin.

Bulaniklik olusursa Fosfat Tampon Cozeltisi atiimalidir.

Hazirlama
a-Naftil Butirat Cozeltisini 37°C'ye isitin. Sodyum Nitrit Tablet Cozeltisi 4 g/dL, 1 tablet 6,25 mL
deiyonize suda gozilerek hazirlanir. Bu gozeltiyi agzi sikica kapali olarak 2-8°C'de saklayin.
Kullanmadan 6nce oda sicakligina getirin. Bulaniklik olusursa atin.

Fosfat Tampon Cozeltisi, Fosfat Tampon igerigi 500 mL deiyonize suda goziilerek hazirlanir.
Tampon, 25°C'de 0,067 mol/L, pH 7,7 konsantrasyonuna sahiptir. Buzdolabinda saklayin (2-8°C).
Mikrobiyal Greme belirginse atin.

Not
0,22 mikron Filtre Unitesinden siizme yoluyla mikrobiyal biiytime geciktirilebilir.

Metilen Mavi Zit Boyasi, 45 mL deiyonize suya 5 mL Metilen Mavi Cozeltisi eklenerek hazirlanir.
lyice kanistirin. Giinliik yeni ¢bzelti hazirlayin.

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 18-26°C'ye isitin. Agzi sikica kapali olarak buzdolabinda saklanirsa stabildir.

Onlemler

Bu kitte bulunan IVD'ler, klinik laboratuvar ortaminda in vitro tani amagh kullanima yéneliktir.

Bu IVD'ler yalnizca kalifiye personel tarafindan profesyonel kullanim igindir. Sigma-Aldrich IVD'ler,
bulasici olabilen insan numunelerini islemek, mikroskop ve diger laboratuvar ekipmanlarini
kullanmak tzere egitilmis, renkleri ve mikroskop altinda diger nesneleri ayirt etmek igin renk
algisina ve gorme keskinligine sahip laboratuvar personeli tarafindan kullanilabilir.

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

Prosediir

Numune Toplama

Bilinen higbir test yéntemi, kan numunelerinin veya dokunun enfeksiyon bulastirmayacagini tam
olarak garanti edemez. Bu nedenle, tlim kan tirevleri veya doku numuneleri potansiyel olarak
bulasici kabul edilmelidir.

Numuneler EDTA veya heparin iginde toplanabilir. Fiksasyondan sonra lamlar oda sicakliginda en

az 2 hafta saklanabilir. HISTOPAQUE®-1077 kullanilarak monontkleer hicreler izole edilecekse,
ayirma 4 saat iginde yapiimalidir, bununla birlikte 24 saat sonra orta dlizeyde iyilesme kaydedilmistir.!
Ozellikle 16kopenik bireylerden alinan kan filmleri, bu malzemenin degerlendirilmesi oldukga zaman
aldigindan bu prosediirler igin 6nerilmez. Sitosantrifiij veya buffy coat preparatlari kullanilmalidir.
Kemik iligi filmleri ve doku dokundurma preparatlari, mikroskobik degerlendirme agisindan sorun
olusturmaz.

Notlar
Saglikli dondrlerden alinan hiicreler her teste dahil edilmelidir.

Polistikroz-sodyum diatrizoat gradyanlarinda izole edilen hiicreler, kontrol amaciyla sivi nitrojen
iginde (LN,) saklanabilir. Bunu gergeklestirmek igin, 1 x 107 - 10° huicre, %50 fetal dana serumu,
%40 RPMI-1640 (veya diger uygun doku kiiltiiri sivilar) ve %10 dimetilsilfoksit (DMSO) igeren bir
ortamda dakikada 1 + 0,3°C'de dondurulur. LN,'nin sivi veya buhar fazinda depolanabilirler.

Lamlar 1000X buyutme kullanilarak degerlendirilmelidir. Didimyum filtreler, 6zellikle diffiz boyama
yapan a-NB'nin rengini iyilestirebilir.

Prosedur

1. Fosfat Tampon Gozeltisini 37°C'ye 6nceden isitin.

2. Fiksasyondan hemen 6nce 1,5 mL Sodyum Nitrit Tablet Cozeltisini 1,5 mL Pararosanilin
Cozeltisine ekleyin. Yavasca ters yonde karistirin ve en az 5 dakika bekletin, ardindan 40 mL
onceden isitilmis Fosfat Tampon ekleyin.

3. 5 mL a-Naftil Butirat Cozeltisi ekleyin.

4. lyice kanistirin ve Coplin kavanozuna dékiin. Gézelti kehribar renginde olacaktir. Gékelti
olusumu reaktif bozulmasini isaret eder.

5. Lamlara oda sicakliginda (18-26°C) Sitrat-Aseton-Formaldehit Fiksatif iginde 10 saniye
fiksasyon uygulayin. Deiyonize suda 45 saniye durulayin. Lamlarin kurumasina izin vermeyin.

6. Durulamadan hemen sonra, lamlari Adim 4'teki gozeltiye yerlestirin ve 37°C'de 1 saat inkiibe
edin. Not: Lamlar fiksasyondan sonra inklibasyon g¢ozeltisine yerlestiriimezse, en az 45 dakika
kurumaya birakilmalidir.

7. 1 saat sonra Coplin kavanozundan lamlari gikarin ve akan musluk suyunda en az 2-3 dakika
durulayin. Boyama g6zeltisini atin.

8. Lamlari zit boyamadan 6nce en az 15 dakika kurumaya birakin.

9. Metilen Mavi Zit Boyasi iginde 5 dakika zit boyama yapin.

10. Deiyonize suda durulayin.

Performans Ozellikleri

Bazi lenfositlerde gézlemlenen fokal (nokta) boyama paterni, IgM igin Fc reseptérleri tasiyan olgun T
htcreleri ile iligkilidir. Bu alt kiime, T yardimci hticre poptlasyonuyla bir dereceye kadar 6rtisir ancak
yardimci islev igin isabetli bir 6l modeli degildir. Yaygin veya graniler boyanan lenfositler, IgG'nin Fc
kisminda reseptorler tasir ve bir dereceye kadar T baskilayici hiicre populasyonuyla értusur.

Gozlemlenen sonuglar beklenen sonuglardan farkliysa, yardim igin lutfen Sigma-Aldrich Teknik
Servisi ile iletisime gegin.

Analitik Performans Ozellikleri

Tum hedef yapilar tizerinde yuritilen belirli testlere ait analitik performans sonuglari %100
duyarlilik, 6zglllik ve tekrarlanabilirligi dogrulamaktadir.

Kat. Uriin Tanimi Hedef Tahlil ici Tahlil Igi Tahliller  Tahliller
No. Ozgiilliik Duyarhlik .. Arasi Arasi
Ozgiillii Duyarhhk
a-Naftil Butirat Aktivite B B . .
1801 Cozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
P, .. Aktivite ' i ' i
1804 Pararosanilin Gozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Sodyum Nitrit Aktivite . 3 " .
1809 Tabletleri 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
Aktivite B B . .
1805 Fosfat Tamponu Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
1808 Metilen Mavi Cozeltisi  AKtivite 3te 3 3te 3 3te 3 3te 3

Bélgeleri
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Uyarilar ve Tehlikeler

Guncellenmis herhangi bir risk, tehlike veya glvenlik bilgisi igin Guvenlik Veri Formuna ve Griin
etiketine bakin.

SOHPO

H226 Alevlenir sivi ve buhar.

H272 Yangini guiglendirebilir; oksitleyici.

H290 Metaller igin asindirici olabilir.

H301 Yutulmasi halinde zehirlidir.

H312 + H332 Cilt ile temasi veya solunmasi halinde zararlidir.
H315 Cilt tahrisine neden olur.

H319 Ciddi géz tahrigine neden olur.

H335 Solunum tahrisine neden olabilir.

H350 Kansere neden olabilir.

H370 Organlarda (gozlerde) hasara yol agabilir.
H400 Sudaki yasam igin gok toksiktir.

P210 Isidan, sicak ytizeylerden, 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: Tiim kontamine giysilerinizi hemen
cikarin. Cildinizi suyla durulayin.

P304 + P340 + P312 SOLUNMASI HALINDE: Kisiyi temiz havaya ¢ikarin ve rahatga nefes

alabilecegi bir durumda tutun. Kendinizi iyi hissetmiyorsaniz bir ZEHIR DANISMA MERKEZiNi/
doktoru arayin.

Bu cihazin kullanimi sirasinda veya kullanimi sonucunda ciddi bir olay meydana
gelirse, liitfen bunu iireticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve ulusal yetkili
makaminiza bildirin.

Sembol Tanimlari

EN ISO 15223-1:2021'de tanimlanan semboller
‘ Uretici
[E Kullanma Talimatina bakin

Katalog Numarasi

Parti Kodu

Avrupa Toplulugu'nda/Avrupa

REF
LOT
Avrupa Birligi Uygunluk
[ Jrer] Birliginde vetkili Temsilci CE€  Beyan (IVDR 2017/746'da

tanimlanmistir)

Son Kullanma Tarihi in vitro tani amach tibbi cihaz

«
,ﬂ’ Sicaklik Siniri
il

Dikkat
Uretim Tarihi ithalatgi
E isvigre'deki Yetkili Temsilciyi Belirtir
Referanslar
1. Zito DR, Johnson KL, Skipper ME, Normansell DE: Isolation of mononuclear cells from the whole

blood: Comparison of two media. Lab Med 17:94, 1986
Iletisim Bilgileri
Siparis vermek igin litfen SigmaAldrich.com adresinden web sitemizi ziyaret edin. Teknik Servis igin
lutfen SigmaAldrich.com/techservice adresinden web sitemizin teknik servis sayfasini ziyaret edin.

Revizyon Gegmisi

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

Mevcut markalama ile yeni sablona aktarildi. Kullanim amaci ve énlemler bélimiinde
profesyonel kullanim amagli oldugu belirtildi. Taniya yardimci ifadesi, kullanim amaci
bélimine aktarildi. Kullanim amaci, IVDR y6nergelerine uyumlu sekilde revize edildi.
Malzeme Giivenlik Bilgi Formu, Giivenlik Bilgi Formu olarak giincellendi. iletisim bilgileri
glincellendi. Numune toplama igin CLSI'yi takip etme talimati kaldirildi. Semboller

igin EN 980 kaldirildi ve EN ISO 15223-1:2021 olarak degistirildi. Advers olay iletisim
bilgileri eklendi. Uyarilar ve Tehlikeler eklendi. 181A kitine yapilan referanslar gikarildi.
isvigre’deki yetkili temsilci bilgileri eklendi.

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

Sigma-Aldrich, Inc.,

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

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,

Germany

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau
Switzerland

Initial M ve Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Almanya veya bagl kuruluslarinin ticari markalaridir.
Diger tim ticari markalar ilgili sahiplerinin mulkiyetindedir. Ticari markalar hakkinda ayrintili bilgi, herkesin
erigebilecegi kaynaklar araciligiyla edinilebilir.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

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

a-naftyylibutyraattiesteraasi-
pakkaus lymfosyyteille

Menetelmanro 181

Ce MRRCK

Kayttotarkoitus

a-naftyylibutyraattiesteraasipakkaus lymfosyyteille on tarkoitettu kaytettévaksi histokemiallisena
variaineena yleisessa laboratoriokdytdssa a-naftyylibutyraattiesteraasin havaitsemiseksi veren tai
luuytimen sivelyvalmisteista ja kudoskosketusvalmisteista. a-naftyylibutyraattiesteraasipakkaus
lymfosyyteille on tarkoitettu “in vitro -diagnostiikkaan”. Vain ammattilaisten kayttéon. Talla
manuaalisella, kvalitatiivisella menetelmalla saatuja tietoja voi kdyttéa vain apuna ihmisperaisten
naytteiden diagnosoinnissa, ja niitd on tarkasteltava yhdessa muiden kliinisten diagnostiikkatestien
tai tietojen kanssa.

Jéljempana kuvattu a-naftyylibutyraattiesteraasin reaktio osoittaa myds epéaspesifistd
esteraasitoimintaa monosyyteissd ja makrofageissa. Tahdn tarkoitukseen on kaytettévissa

useita eri menetelmia. Jaljempéana kuvattu menetelma ei ole spesifinen monosyyteille ja
makrofageille, silla inkubointivéliaineiden pH on saadetty osoittamaan fokaalinen (pistemdinen)
varjdyskuvio joissakin lymfosyyteissd. a-naftyylibutyraattiesteraasi ei ole yhté herkka kuin
a-naftyyliasetaattiesteraasia hyddyntédva menetelma. Monosyyteille herkempid menetelmia varten
Sigma tarjoaa kaksi esteraasipakkausta, luettelonumerot 90A1 ja 91A. Ndmé pakkaukset sisaltavat
my0s ohjeet a-naftyyliasetaattiesteraasin osoittamiseen fluoridi-inhibitiolla.

Sigma-Aldrichin tekniikoiden mukaan sytosentrifugivalmisteet tai sivelyvalmisteet kiinnitetaan
sitraatti-asetoni-formaldehydiliuokseen. Sen jalkeen a-naftyylibutyraattiesteraasi visualisoidaan
seuraavilla samanaikaisen sieppauksen periaatteilla.

a-naftyylibutyraattiesteraasi

a-NB . .
heksatsotisoitu Liukenematon kromogeeninen
a-naftyylibutyraatti > a-naftyyli-HPR-kompleksi

- unaruskea
pararosaniliini (P )

Reagenssit

a-naftyylibutyraattiliuos (luettelonro 1801-50ML)
a-naftyylibutyraatti, 2,4 g/l, liuotinaineita siséltdvdssa metanoliliuoksessa

Pararosaniliiniliuos (luettelonro 1804-15ML)

Pararosaniliini, 40 g/l, véri-indeksi 42500, suolahapossa, jonka pitoisuus on 2 mol/I. Vaara.
Arsyttaa ihoa. Arsyttaa voimakkaasti silmid. Saattaa aiheuttaa hengitysteiden drsytysté. Saattaa
aiheuttaa syopaa. Valta pélyn/savun/kaasun/sumun/héyryn/suihkeen hengittamista.

Natriumnitriittitabletit (luettelonro 1809-10TAB)
Natriumnitriitti, 250-260 mg/tabletti. Vaara. Voi edistaa tulipaloa; hapettava. Myrkyllista nieltyna.
Arsyttda voimakkaasti silmia. Erittdin myrkyllistd vesielidille. Pidé/varastoi erilladn vaatetuksesta/
syttyvistéd materiaaleista. Véaltettava paastamista ymparistc JOS KEMIKAALIA ON NIELTY: Ota

valittdmasti yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai la.

Sitraattiliuos (luettelonro 915-50ML)
Sitruunahappo, 18 mmol/I, natriumsitraatti, 9 mmol/l, natriumkloridi, 12 mmol/l, ja pinta-aktiivinen
aine. pH:n tulisi olla 3,6 £0,1.

Fosfaattipuskuri (luettelonro 1805-1VL)
Natriumfosfaatti, 59,6 mM, kaliumfosfaatti, 7,1 mM.

Metyleenis os (luettelonro 1808-50ML)
Metyleenisini, vari-indeksi 52015, 1,4 % (w/v) 95-prosenttisessa etanolissa

Tarvittavat erityismateriaalit, jotka eivat sisally pakkaukseen

e Asetoni, ACS-reagenssi
e Formaldehydi, 37 %
e Vesihaude, joka kykenee ylldpitémaan 37 °C:n lampétilan valolta suojattuna

Sailytys ja stabiilius
Sailyté a-naftyylibutyraattiliuos pakastettuna alle 0 °C:ssa. Lammité liuos 37 °C:n lampétilaan ja
sekoita hyvin ennen kayttda. Havita reagenssit, jos ne muuttuvat keltaisiksi tai saostuvat.

Sailyta pararosaniliiniliuos, fosfaattipuskuri, natriumnitriittitabletit ja metyleenisiniliuos
huoneenlammadssa (18-26 °C) valolta suojattuina.

Sailyta natriumnitriittitablettiliuos ja fosfaattipuskuriliuos jadkaapissa (2-8 °C).
Viimeinen kayttopaiva on merkitty reagenssien etiketteihin.

Sitraattiliuos soveltuu kaytettavaksi, kun mikrobikasvua ei ole.

Pilaantuminen

Havitad a-naftyylibutyraattiliuos, jos reagenssi muuttuu kirkkaankeltaiseksi tai saostuu.

Havita pararosaniliiniliuos, jos liuos ei muutu kellanruskeaksi natriumnitriittitablettiliuosta
lisattdessa.

Fosfaattipuskuriliuos on héavitettéva, jos se samenee.

Valmistelu

Lammitéd a-naftyylibutyraattiliuos 37 °C:n lampétilaan. Natriumnitriittitablettiliuos, 4 g/dl,
valmistetaan liuottamalla yksi tabletti 6,25 ml:aan deionisoitua vetta. Sailyta liuos tiiviisti suljettuna
2-8 °C:ssa. Lammitd huoneenlampdiseksi ennen kayttda. Havita liuos, jos se samenee.

Fosfaattipuskuriliuos valmistetaan liuottamalla fosfaattipuskurin sisélté 500 ml:aan deionisoitua
vettd. Puskurin pitoisuus on 0,067 mol/l ja pH 7,7 lampétilan ollessa 25 °C. Sailytd jadkaapissa
(2-8 °C). Havita, jos mikrobikasvua on havaittavissa.

Huomautus

Mikrobikasvua voidaan hidastaa suodattamalla 0,22 mikrometrin suodatinyksikon I&pi.

Metyleenisinivastavari valmistetaan lisaamalla 5 ml metyleenisiniliuosta 45 ml:aan deionisoitua
vettd. Sekoita hyvin. Valmista tuore liuos paivittain.

Sitraatti-asetoni-formaldehydifiksatiivi: Lisda 25 ml:aan sitraattiliuosta 65 ml asetonia ja 8 ml
37-prosenttista formaldehydia. Laita lasipulloon ja sulje se tiiviisti. Sailyta jaakaapissa (2-8 °C).
Ladmmita 18-26 °C:n lampétilaan ennen kayttda. Liuos on stabiili, jos sitéd sailytetaan tiiviisti
suljettuna jaakaapissa.

Varotoimet

Taman pakkauksen in vitro -diagnostiset (IVD) laitteet on tarkoitettu kaytettavaksi in

vitro -diagnostiikassa kliinisessa laboratorioymparistéssa. Namé& IVD-laitteet on tarkoitettu

vain patevan ammattihenkiloston kayttéon. In vitro -diagnostisia Sigma-Aldrich-laitteita saa
kayttaa laboratoriohenkildstd, joka on koulutettu kasittelem&an mahdollisesti tartuntavaarallisia
ihmisperdisia naytteitd ja kayttdmaan mikroskooppeja ja muita laboratoriotarvikkeita ja jolla on
riittdva varinako ja nadntarkkuus varien ja muiden kohteiden erottamiseen mikroskoopilla.

Normaaleja laboratorioreagenssien kasittelyyn liittyvia varotoimia tulee noudattaa. Havita jatteet
kaikkien paikallisten, alueellisten ja kansallisten maardysten mukaisesti.

Menettely

Naytteenotto

Milld&n tunnetulla testimenetelmalld ei voida téysin taata, etté veri- tai kudosnaytteet eivat
tartuttaisi infektiota. Siksi kaikkia verijohdannaisia ja kudosnaytteité on pidettdva mahdollisesti
tartuntavaarallisina.

Naytteet voidaan kerdté joko EDTA:han tai hepariiniin. Kiinnityksen jalkeen objektilaseja voidaan
sailyttaa huoneenlammossa ainakin kaksi viikkoa. Jos yksitumaiset solut eristetaan
HISTOPAQUE®-1077-aineella, erottaminen on suoritettava neljan tunnin kuluessa, vaikka kohtuullista
talteenottoa on havaittu myos 24 tunnin kuluttua. Veren sivelyvalmisteita, erityisesti leukopeenisiltd
henkil6iltd, ei suositella ndihin menetelmiin, silla kyseisen materiaalin arviointi on melko aikaa
vievad. Kaytettdvien valmisteiden tulee olla sytosentrifugi- tai buffy coat -valmisteita. Luuytimen
sivelyvalmisteet ja kudoskosketusvalmisteet eivat aiheuta ongelmia mikroskooppisessa arvioinnissa.

Huomautukset
Jokaiseen testiin tulee sisallyttaa terveiden luovuttajien soluja.

Polysakkaroosi-natrium-diatritsoaattigradientteihin eristetyt solut voidaan varastoida nestemaiseen
typpeen (LN,) valvontaa varten. Tata varten 1 x 107-10° solua jaadytetaan tahdilla 1 £0,3 °C
minuutissa véliaineessa, josta 50 % on naudan sikion seerumia, 40 % RPMI-1640-ainetta

(tai muuta sopivaa kudosviljelynestettd) ja 10 % dimetyylisulfoksidia (DMSO). Varastointi voidaan
suorittaa joko LN,:n neste- tai kaasufaasissa.

Objektilasit on arvioitava 1000-kertaisell
erityisesti a-NB:n diffuusin varjayksen vé

urennuksella. Didyymisuodattimet voivat parantaa

Menettely

1. Esilammité fosfaattipuskuriliuos 37 °C:n lampétilaan.

2. Lisaa juuri ennen kiinnitystd 1,5 ml natriumnitriittitablettiliuosta 1,5 ml:aan
pararosaniliiniliuosta. Sekoita varovasti kdéntelemélléd ja anna asettua vahintaan viiden
minuutin ajan. Li sitten 40 ml:aan esilammitettyd fosfaattipuskuriliuosta.

3. Lisaa 5 ml a-naftyylibutyraattiliuosta.

4. Sekoita hyvin ja kaada Coplin-astiaan. Liuos muuttuu kellanruskeaksi. Sakan muodostuminen
viittaa reagenssin pilaantumiseen.

5. Kiinnitd objektilaseja 10 sekuntia sitraatti»asetoni—formaldehydifilfsatiivissa huoneenlammassa
(18-26 °C). Huuhtele deionisoidussa vedessa 45 sekunnin ajan. Ald paasta
objektilaseja kuivumaan.

6. Aseta objektilasit valittomasti huuhtelun jalkeen vaiheessa 4 valmistettuun liuokseen ja
inkuboi yksi tunti 37 °C:ssa. Huomautus: Jos objektilaseja ei aseteta inkubointiliuokseen
kiinnityksen jélkeen, niiden on annettava kuivua vahintéan 45 minuuttia.

7. Ota objektilasit yhden tunnin kuluttua Coplin-astiasta ja huuhtele 2-3 minuuttia juoksevalla
vesijohtovedelld. Havitéd varjdysliuos.

8. Anna objektilasien kuivua véhintdén 15 minuuttia ennen vastavarjaysta.

9. Vastavarjaa viiden minuutin ajan metyylisinivastavarissa.

10. Huuhtele deionisoidussa vedessa.

Suorituskykyominaisuudet

Joissakin lymfosyyteissé havaittu fokaalinen (pistem&inen) varjayskuvio liittyy kypsiin T-soluihin,
jotka sisaltavat IgM:n Fc-reseptoreita. Téméa osajoukko on jossain maarin paallekkainen auttaja-T-
solupopulaation kanssa, mutta se ei ole tarkka auttajatoiminnan mitta. Diffuusisti tai granulaarisesti
varjaytyvissa lymfosyyteissa on reseptoreita IgG:n Fc-osassa, ja ne ovat jossain méaarin
paallekkaisia saatelija-T-solupopulaation kanssa.

Jos havaitut tulokset eroavat odotetuista tuloksista, ota yhteytta Sigma-Aldrichin
tekniseen palveluun.



2-FI

Analyyttiset suorituskykyominaisuudet Versiohistoria
Kaikilla kohderakenteilla suoritetuista testeistd saadut analyyttiset suorituskykytulokset vahvistavat .
100-prosenttisen herkkyyden, spesifisyyden ja toistettavuuden. Versio 3.0 2014
s . Versio 4.0 2016
Luettelonro Tuotteen Kohde Madrityksen Ma. Maéritysten
kuvaus sisdisen sisdinen vélinen ;
spesifisyys herkkyys spesifisyys herkkyys Versio 5.0 2023
1801 a-naftyyli- Toiminta- 33 33 33 33 Siirretty uuteen pohjaan, jossa on ajantasaiset brandimerkit. Maininta ammattikaytésta
butyraattiliuos alueet lisatty kayttotarkoitukseen ja varotoimiin. Lauselma diagnosointiavusta siirretty
- Toiminta- kayttotarkoituksen alle. Kayttotarkoitus tarkistettu IVDR-ohjeistusten mukaisesti.
1804 Pararosaniliiniliuos alueet 3/3 3/3 3/3 3/3 "Materiaalin kayttoturvallisuustiedote” paivitetty muotoon "kayttéturvallisuustiedote”.
1809 Natriumnitriitti-  Toiminta- 33 33 33 33 Yhteystiedot péivitetty. Poistettu ohje CLSI-ohjeistuksen noudattamisesta
tabletit alueet / / / / naytteenotossa. Symboliosiosta poistettu “EN 980" ja tilalle vaihdettu "EN ISO 15223-
915 Sitraattil Toiminta- 33 33 33 33 1:2021". Lisatty haittatapahtumien yhteydessa kaytettavat yhteystiedot. Lisatty kohta
ltraattiliuos alueet / / / / Varoitukset ja vaarat. Poistettu viittaukset 181A-pakkaukseen. Lis&tty CH-REP-tiedot.
N N Toiminta-
1805 Fosfaattipuskuri alueet 3/3 3/3 3/3 3/3
P, Toiminta-
1808 Metyleenisiniliuos alueet 3/3 3/3 3/3 3/3

Varoitukset ja vaarat
Katso paivitetyt riski-, vaara- ja turvallisuustiedot kayttoturvallisuustiedotteesta ja tuotemerkinnoista.

SOHPO

H226 Syttyvéa neste ja hoyry.

H272 Voi edistada tulipaloa; hapettava.

H290 Voi syovyttad metalleja.

H301 Myrkyllista nieltyna.

H312 + H332 Haitallista joutuessaan iholle tai hengitettyna.
H315 Arsyttaa ihoa.

H319 Arsyttaa voimakkaasti silmié.

H335 Saattaa aiheuttaa hengitysteiden arsytysta.
H350 Saattaa aiheuttaa syopaa.

H370 Vahingoittaa elimia (silmat).

H400 Erittain myrkyllista vesielidille.

P210 Suojaa lammélta, kuumilta pinnoilta, kipindiltd, avotulelta ja muilta sytytyslahteilta.
Tupakointi kielletty.

P273 Vaéltettava paastamista ymparistoon.
P280 Kayta suojakasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

P301 + P310 JOS KEMIKAALIA ON NIELTY: Ota valittomaésti yhteys
MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/ladkariin.

P303 + P361 + P353 JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE (tai hiuksiin): Riisu saastunut vaatetus
valittémasti. Huuhdo iho vedella.

P304 + P340 + P312 JOS KEMIKAALIA ON HENGITETTY: Siirra henkil6 raittiiseen ilmaan ja
varmista vaivaton hengitys. Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/I&akariin, jos ilmenee
pahoinvointia.

Jos taman laitteen kayton 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

Luettelonumero

Katso kayttoohje Erékoodi

Vaatimustenmukaisuusvakuutus
Valtuutettu edustaja Euroopan c E Euroopan unionin maaraysten
yhteisdssé / Euroopan unionissa mukaisesti (IVDR-asetus
2017/746)

In vitro -diagnostiikkaan

Viimeinen kayttopaiva tarkoitettu I3akinnallinen laite

Lampéatilarajoitus Huomio

Valmistuspaiva Maahantuoja

Sigma-Aldrich, Inc.,
Valtuutettu edustaja Sveitsissa 3050 Spruce Street,

MDSS GmbH Merck KGaA,
Schiffgraben 41 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
B an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany
Lahteet Darmstadt, Germany
1. Zito DR, Johnson KL, Skipper ME, Normansell DE: Isolation of mononuclear cells from the whole +1(314) 771-5765

blood: Comparison of two media. Lab Med 17:94, 1986 MDSS CH GmbH

Yhteystiedot Laurenzenvorstadt 61

Voit tehda tilauksen verkkosivuillamme osoitteessa SigmaAldrich.com. Tekniseen palveluumme voi ottaa Switzerland
yhteytté teknisen palvelun sivulla osoitteessa SigmaAldrich.com/techservice.

M-alkukirjain ja Sigma-Aldrich ovat Merck KGaA -yhtion, Darmstadt, Saksa, tai sen tytédryhtididen tavaramerkkeja.
Kaikki muut tavaramerkit ovat haltijoidensa omaisuutta. Yksityiskohtaiset tavaramerkkitiedot ovat saatavilla
julkisista lahteista.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

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

Gebruiksaanwijzing

Lymfocyt a-naftylbutyraat-

esterase-kit

Procedurenr. 181

[vo] C€

Beoogd gebruik

De lymfocyt a-naftylbutyraatesterase-kit is bedoeld voor gebruik als een algemene histochemische
laboratoriumkleuring voor de detectie van a-nafthylbutyraatesterase in bloed, beenmergfilms en
'tissue touch'-preparaten. De lymfocyt a-naftylbutyraatesterase-kit is bedoeld voor
'in-vitrodiagnostisch gebruik'. Uitsluitend voor professioneel gebruik. De gegevens die worden
verkregen met deze handmatige, kwalitatieve procedure dienen alleen als hulpmiddel bij het
diagnosticeren van humane monsters en moeten worden beoordeeld in combinatie met andere
klinische diagnostische tests of informatie.

MRRCK

De hieronder genoemde reactie voor a-naftylbutyraatesterase zal ook niet-specifieke
esteraseactiviteit in monocyten en macrofagen aantonen. Voor dit doeleinde zijn verschillende
methoden beschikbaar. De onderstaande methode is niet specifiek voor monocyten en macrofagen,
omdat de pH van het incubatiemedium is aangepast om een focaal (punt)vlekkenpatroon in
sommige lymfocyten aan te tonen. De a-naftylbutyraatesterase-procedure is minder gevoelig dan
de a-naftylacetaatesterase-procedure. Voor procedures die gevoeliger zijn voor monocyten biedt
Sigma twee Esterase-kits, catalogusnummers 90A1 en 91A. Deze kits bevatten ook instructies voor
het aantonen van a-naftylacetaatesterase met fluorideremming.

Volgens de technieken van Sigma-Aldrich worden cytocentrifugepreparaten of -films gefixeerd
in een citraat-aceton-formaldehydeoplossing. A-naftylbutyraatesterase wordt vervolgens
gevisualiseerd door de volgende principes voor simultane vastlegging.

a-naftylbutyraatesterase

a-NB
Hexazonium  Niet-oplosbaar chromogeen
a-naftyl-HPR-complex (roodbruin)
pararosaniline

a-naftylbutyraat

Reagentia

a-naftylbutyraatoplossing (cat. nr. 1801-50ML)
a-naftylbutyraat, 2,4 g/L, in methanoloplossing met oplosmiddelen

Pararosaniline-oplossing (cat. nr. 1804-15ML)

Pararosaniline, 40 g/L, C.I. 42500, in 2 mol/L zoutzuur. Gevaar. Veroorzaakt huidirritatie.
Veroorzaakt ernstige oogirritatie. Kan irritatie van de luchtwegen veroorzaken. Kan kanker
veroorzaken. Inademing van stof/rook/gas/nevel/damp/spuitnevel vermijden.

Natriumnitriet-tabletten (cat. nr. 1809-10TAB)

Natriumnitriet, 250-260 mg per tablet. Gevaar. Kan brand bevorderen; oxiderend. Giftig bij
inslikken. Veroorzaakt ernstige oogirritatie. Zeer giftig voor in het water levende organismen.
Van kleding/brandbare materialen verwijderd houden/bewaren. Voorkom lozing in het milieu.
NA INSLIKKEN: Bel onmiddellijk een ANTIGIFCENTRUM of een arts.

Citraatoplossing (cat. nr. 915-50ML)
Citroenzuur, 18 mmol/L, natriumcitraat, 9 mmol/L, natriumchloride, 12 mmol/L,
en oppervlakteactieve stof. De pH moet 3,6 + 0,1 zijn.

Fosfaatbuffer (cat. nr. 1805-1VL)
Natriumfosfaat, 59,6 mM, kaliumfosfaat, 7,1 mM.

Methyl bl | ing (cat. nr. 1808-50ML)

Methyleenblauw, C.I. 52015, 1,4% (w/w) in 95% ethanol

Vereiste, maar niet meegeleverde speciale materialen
e Aceton, ACS-reagens

e Formaldehyde, 37%

e Waterbad dat 37 °C kan handhaven, afgeschermd van licht
Opslag en stabiliteit

Bewaar a-naftylobutyraatoplossing in de vriezer onder 0 °C. Verwarm de oplossing tot 37 °C en
meng goed voor gebruik. Gooi weg als de reagentia geel worden of als er een neerslag ontstaat.

Bewaar pararosaniline-oplossing, fosfaatbuffer, natriumnitriet-tabletten en
methyleenblauwoplossing bij kamertemperatuur (18-26 °C), afgeschermd van licht.

Bewaar de natriumnitriet-tabletoplossing en de fosfaatbufferoplossing gekoeld (2-8 °C).
Op de etiketten van de reagentia staat de vervaldatum.
Citraatoplossing is geschikt voor gebruik in afwezigheid van microbiéle groei.

Verslechtering

Gooi a-naftylobutyraatoplossing weg als het reagens heldergeel wordt of als er een neerslag
ontstaat.

Gooi pararosaniline-oplossing weg als de oplossing niet amberkleurig wordt na toevoeging van
natriumnitriet-tabletoplossing.

De fosfaatbufferoplossing moet worden weggegooid als er troebelheid ontstaat.

Voorbereiding
Verwarm a-naftylbutyraatoplossing tot 37 °C. Natriumnitriet-tabletoplossing, 4 g/dL wordt bereid
door 1 tablet op te lossen in 6,25 mL gede-ioniseerd water. Bewaar deze oplossing goed afgesloten
bij 2-8 °C. Vor gebruik opwarmen tot kamertemperatuur. Gooi weg als er troebelheid ontstaat.

De fosfaatbufferoplossing wordt bereid door de inhoud van fosfaatbuffer op te lossen in 500 mL
gede-ioniseerd water. De buffer heeft een concentratie van 0,067 mol/L, pH 7,7 bij 25 °C. Bewaar
in de koelkast (2-8 °C). Gooi weg als er sprake is van microbiéle groei.

Opmerking
Microbiéle groei kan worden vertraagd door filtratie door een filtereenheid van 0,22 micron.

Methyleenblauw-tegenkleuring wordt bereid door 5 mL methyleenblauwoplossing toe te voegen aan
45 mL gede-ioniseerd water. Goed mengen. Dagelijks vers bereiden.

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).
Voor gebruik opwarmen tot 18-26 °C. Stabiel indien goed afgesloten bewaard in de koelkast.

Voorzorgsmaatregelen

De IVD's in deze kit 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.

Monsters kunnen worden afgenomen in EDTA of heparine. Na fixatie kunnen de objectglaasjes ten
minste 2 weken bij kamertemperatuur worden bewaard. Als mononucleaire cellen moeten worden
geisoleerd met HISTOPAQUE®-1077, moet de scheiding binnen 4 uur worden uitgevoerd, hoewel na
24 uur een redelijk herstel is waargenomen.! Bloedfilms, met name van leukopenische personen,
worden niet aanbevolen voor deze procedures omdat de evaluatie van dit materiaal veel tijd kost.
Er moeten cytocentrifuge- of buffy coat-preparaten worden gebruikt. Beenmergfilms en 'tissue
touch'-preparaten leveren geen problemen op met betrekking tot microscopische evaluatie.

Opmerkingen
Bij elke test moeten ook cellen van gezonde donoren worden meegenomen.

Cellen die zijn geisoleerd op polysucrose-natriumdiatrizoaatgradiénten kunnen voor
controledoeleinden worden opgeslagen in vloeibare stikstof (LN,). Om dit te bereiken worden

1 x 107 - 108 cellen bevroren bij 1 £ 0,3 °C per minuut in een medium dat 50% foetaal kalfsserum,
40% RPMI-1640 (of andere geschikte weefselkweekvloeistoffen) en 10% dimethylsulfoxide (DMSO)
bevat. Ze kunnen worden opgeslagen in de vloeistof- of dampfase van LN,.

De objectglaasjes moeten worden beoordeeld met een vergroting van 1000X. Dydimiumfilters
kunnen de kleur van met name de diffuse kleuring a-NB versterken.

Procedure

1. Verwarm de fosfaatbufferoplossing voor tot 37 °C.

2. Voeg onmiddellijk véor de fixatie 1,5 mL natriumnitriet-tabletoplossing toe aan 1,5 mL
pararosaniline-oplossing. Meng voorzichtig door omkering en laat minstens 5 minuten staan,
voeg dan toe aan 40 mL voorverwarmde fosfaatbufferoplossing.

3. Voeg 5 mL a-naftylbutyraatoplossing toe.

4. Meng goed en giet in een Coplin-pot. De oplossing zal amberkleurig zijn. Neerslagvorming
duidt op verslechtering van het reagens.

5. Fixeer de objectglaasjes 10 seconden in citraat-aceton-formaldehyde-fixatief bij
kamertemperatuur (18-26 °C). Spoel 45 seconden in gede-ioniseerd water. Laat de
objectglaasjes niet drogen.

6. Plaats de objectglaasjes onmiddellijk na het spoelen in de oplossing van stap 4 en incubeer
1 uur bij 37 °C. Opmerking: Als de objectglaasjes na fixatie niet in de incubatievloeistof
worden geplaatst, moeten ze ten minste 45 minuten aan de lucht drogen.

7. Haal de objectglaasjes na 1 uur uit de Coplin-pot en spoel ze 2-3 minuten af onder stromend
kraanwater. Gooi de kleuroplossing weg.

8. Laat de objectglaasjes ten minste 15 minuten aan de lucht drogen alvorens ze van een
tegenkleuring te voorzien.

9. Pas de tegenkleuring toe gedurende 5 minuten in methyleenblauw.

10. Spoel in gede-ioniseerd water.

Prestatiekenmerken

Het focale (punt)vlekkenpatroon dat in sommige lymfocyten wordt waargenomen, wordt
geassocieerd met rijpe T-cellen die Fc-receptoren voor IgM dragen. Deze subset overlapt

de T-helpercelpopulatie tot op zekere hoogte, maar is geen nauwkeurige maatstaf voor de
helperfunctie. De diffuus of korrelig gekleurde lymfocyten dragen receptoren voor het Fc-deel
van IgG en overlappen tot op zekere hoogte de T-suppressorcelpopulatie.

Als de waargenomen resultaten afwijken van de verwachte resultaten, neem dan contact op
met de technische dienst van Sigma-Aldrich voor assistentie.
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Analytische prestatiekenmerken Herzieningsgeschiedenis
De resultaten van de analytische prestaties voor de gegeven tests, uitgevoerd op alle doelstructuren,
bevestigen 100% gevoeligheid, specificiteit en herhaalbaarheid. Herz. 3.0 2014
Herz. 4.0 2016
Cat. Productbe- Doel Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
nr. schrijving specificiteit gevoeligheid specificiteit gevoeligheid Herz. 5.0 2023
1801 a»naftylbu_ty- Locat_le_s van 3van3 3van3 3van3 3van3 Overgezet naar nieuwe sjabloon met huidige huisstijl. Gespecificeerd voor professioneel
raatoplossing activiteit L ! - A
— - gebruik in bedoeld gebruik en voorzorgsmaatregelen. Hulp bij diagnosticering
1804 Pararosar_ﬂllne— Locat_le_s van 3van 3 3van 3 3van 3 3van 3 verplaatst naar beoogd gebruik. Herzien beoogd gebruik om aan te sluiten bij
oplossing activiteit IVDR-richtlijnen. Veiligheidsinformatieblad bijgewerkt tot veiligheidsinformatieblad.
Natriumnitriet- Locaties van Contactgegevens bijgewerkt. Instructie om CLSI te volgen voor monsterafname
1809 S 3 3 3 3 3 3 3 3
tabletten activiteit van van van van verwijderd. EN 980 verwijderd en gewijzigd in EN ISO 15223-1:2021 voor symbolen.
. . Locaties van Contactinformatie over melding ongewenste voorvallen toegevoegd. Waarschuwingen
915 Citraatoplossing " . 4 eit 3van3 3van3 3van3 3van3 en gevaren toegevoegd. Verwijzingen naar 181A-kit verwijderd.
: CH-REP informatie toegevoegd.
1805  Fosfaatbuffer Locat_le_s van 3van3 3van3 3van3 3van3
activiteit
1gog  Methyleen- —locatiesvan 5 ., 5 3van3 3van3 3van3

blauwoplossing activiteit

Waarschuwingen en gevaren

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad en de etikettering van het product voor bijgewerkte informatie
over risico's, gevaren of veiligheid.

SOHPO

H226 Ontvlambare vloeistof en damp.

H272 Kan brand bevorderen; oxiderend.

H290 Kan bijtend zijn voor metalen.

H301 Giftig bij inslikken.

H312 + H332 Schadelijk bij contact met de huid of bij inademing.
H315 Veroorzaakt huidirritatie.

H319 Veroorzaakt ernstige oogirritatie.

H335 Kan irritatie van de luchtwegen veroorzaken.
H350 Kan kanker veroorzaken.

H370 Veroorzaakt schade aan organen (ogen).

H400 Zeer giftig voor in het water levende organismen.

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.
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 Conformiteitsverklaring van de
de Europese Gemeenschap/ c € Europese Unie (gedefinieerd in
Europese Unie IVDR 2017/746)

Uiterste gebruiksdatum m m?siltsrcol';il';gl:glt?:fl voor

Productiedatum

- [vo]
,ﬂ’ Temperatuurlimiet A Let op
] ®

Importeur

in Zwitserland aan 3050 Spruce Street,

Geeft de bevoegde vertegenwoordiger I Sigma-Aldrich, Inc.,

MDSS GmbH Merck KGaA,
Schiffgraben 41 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
. an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany
Referenties Darmstadt, Germany
1. Zito DR, Johnson KL, Skipper ME, Normansell DE: Isolation of mononuclear cells from the whole +1(314) 771-5765

blood: Comparison of two media. Lab Med 17:94, 1986
MDSS CH GmbH

Contactgegevens Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Om een bestelling te plaatsen, bezoek onze website op SigmaAldrich.com. Ga voor technische service - Jand
naar de technische servicepagina op onze website: SigmaAldrich.com/techservice. Switzerlan

De Initial M en Sigma-Aldrich zijn handelsmerken van Merck KGaA, Darmstadt, Duitsland of gelieerde
ondernemingen. Alle andere handelsmerken zijn eigendom van hun respectieve eigenaars. Gedetailleerde
informatie over handelsmerken is beschikbaar via openbaar toegankelijke bronnen.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

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

Navodila za uporabo

Komplet za limfocitno
a-naftilbutirat esterazo

Postopek st. 181

Ce MRRCK

Predvidena uporaba

Komplet za limfocitno a-naftilbutirat esterazo je namenjen uporabi kot splosno laboratorijsko
histokemiéno barvilo za odkrivanje a-naftilbutirat esteraze v krvi, filmih kostnega mozga in tipalnih
tkivnih preparatih. Komplet za limfocitno a-naftilbutirat esterazo je namenjen za »diagnosti¢no
uporabo in vitro«. Samo za strokovno uporabo. Podatki, pridobljeni s tem roénim, kvalitativnim
postopkom, sluzijo le kot pomoc¢ pri diagnosticiranju ¢loveskih vzorcev in jih je treba pregledati

v povezavi z drugimi klini¢nimi diagnosti¢nimi testi ali informacijami.

Spodaj navedena reakcija za a-naftilbutirat esterazo bo pokazala tudi nespecifi¢no esterazno
aktivnost v monocitih in makrofagih. V ta namen je na voljo vec razliénih metod. Spodaj navedena
metoda ni specifi¢na za monocite in makrofage, saj je bila vrednost pH inkubacijskega medija
prilagojena tako, da se pri nekaterih limfocitih pokaze vzorec Zari$¢nega (to¢kovnega) barvanja.
Postopek z a-naftilbutirat esterazo je manj obcutljiv kot postopek z a-naftilacetat esterazo. Za
postopke, ki so obcutljivej$i na monocite, Sigma ponuja dva kompleta esteraz, kat. st. 90A1 in 91A.
Ta kompleta vkljucujeta tudi navodila za dokazovanje a-naftilacetat esteraze z inhibicijo s fluoridom.

V skladu s tehnikami podjetja Sigma-Aldrich se citocentrifugalni preparati ali filmi fiksirajo v
raztopini citrata, acetona in formaldehida. a-naftilbutirat esteraza je nato ponazorjena z naslednjimi
naceli hkratnega zajemanja.

a-naftilbutirat esteraza

a-NB
Heksazotizirano Netopen kromogen a-naftil-HPR

a-naftilbutirat kompleks (rdece-rjav)

Pararosanilin

Reagenti
Raztopina a-naftilbutirata (kat. St. 1801-50ML)
a-naftilbutirat, 2,4 g/, v raztopini metanola s solubilizatorji

Raztopina pararosanilina (kat. 5t. 1804-15ML)

Pararosanilin, 40 g/I, C.I. 42500, v 2 mol/I klorovodikove kisline. Nevarno. Povzroca drazenje koze.
Povzroca hudo drazenje oci. Lahko povzrodi drazenje dihal. Lahko povzroci raka. Ne vdihavati
prahu/dima/plina/meglice/hlapov/razprsila.

Tablete natrijevega nitrita (kat. St. 1809-10TAB)

Natrijev nitrit, 250-260 mg na tableto. Nevarno. Lahko okrepi pozar; oksidativna snov. Strupeno
pri zauzitju. Povzroa hudo draZzenje oci. Zelo strupeno za vodne organizme. Hranite/skladis¢ite
lo¢eno od oblacil/vnetljivih materialov. Preprediti spros¢anje v okolje. PRI ZAUZITIU: Takoj poklicite
CENTER ZA ZASTRUPITVE ali zdravnika.

Raztopina citrata (kat. st. 915-50ML)

Citronska kislina, 18 mmol/I, natrijev citrat, 9 mmol/|, natrijev klorid, 12 mmol/I, in tenzid. pH
mora biti 3,6 £ 0,1.

Fosfatni pufer (kat. $t. 1805-1VL)

Natrijev fosfat, 59,6 mM, kalijev fosfat, 7,1 mM.

Raztopina metilen modrega (kat. st. 1808-50ML)

Metilen modro, C.I. 52015, 1,4 % (m/v) v 95-% etanolu

Posebni materiali, ki so potrebni, vendar niso priloZeni

e Aceton, reagent ACS
e Formaldehid, 37 %.
* Vodna kopel za vzdrzevanje temperature 37 °C, zasCitena pred svetlobo

Shranjevanje in stabilnost

Raztopino a-naftilbutirata hranite v zamrzovalniku pri temperaturi pod 0 °C. Pred uporabo raztopino
segrejte na 37 °C in jo dobro premesajte. Reagente zavrzite, ¢e postanejo rumeni ali ¢e nastane
oborina.

Raztopino pararosanilina, fosfatni pufer, tablete natrijevega nitrita in raztopino metilen modrega
shranjujte pri sobni temperaturi (18-26 °C), zascitene pred svetlobo.

Raztopino tablet natrijevega nitrita in raztopino fosfatnega pufra hranite v hladilniku (2-8 °C).
Na oznakah reagentov je naveden datum izteka roka uporabnosti.

Raztopina citrata je primerna za uporabo v odsotnosti mikrobne rasti.

Poslabsanje kakovosti

Raztopino a-naftilbutirata zavrzite, ¢e reagent postane svetlo rumen ali ¢e nastane oborina.

Raztopino pararosanilina zavrzite, ¢e se po dodatku raztopine tablet natrijevega nitrita ne
obarva jantarno.

Raztopino fosfatnega pufra je treba zavredi, e se pojavi motnost.

Priprava
Raztopino a-naftil butirata segrejte na 37 °C. Raztopina tablet natrijevega nitrita, 4 g/dl pripravite
tako, da 1 tableto raztopite v 6,25 ml deionizirane vode. To raztopino hranite trdno zaprto pri

temperaturi 2-8 °C. Pred uporabo segrejte na sobno temperaturo. Ce se pojavi motnost, zavrzite.

Raztopino fosfatnega pufra pripravimo tako, da vsebino fosfatnega pufra raztopimo v 500 ml
deionizirang vode. Koncentracija pufra je 0,067 mol/l, pH 7,7 pri 25 °C. Hranite v hladilniku
(2-8 °C). Ce je vidna mikrobna rast, ga zavrzite.

Opomba
Rast mikrobov se lahko upocasni s filtriranjem skozi filtrirno enoto 0,22 mikrona.

Kontrastno barvilo metilen modro pripravimo tako, da dodamo 5 ml raztopine metilen modrega v
45 ml deionizirane vode. Dobro premesajte. Vsak dan pripravite sveze.

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 18-26 °C. Stabilno, e je hranjeno trdno zaprto v hladilniku.

Previdnostni ukrepi

Izdelki IVD, ki so vkljuceni v ta komplet, so namenjeni za diagnosti¢no uporabo in vitro v kliniécnem
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 Cloveskimi 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.

Vzorce je mogoce zbirati v EDTA ali heparinu. Po fiksaciji lahko stekelca hranite pri sobni temperaturi
vsaj 2 tedna. Ce je treba mononuklearne celice izolirati s sredstvom HISTOPAQUE®-1077, je treba
separacijo opraviti v 4 urah, ¢eprav je bilo ugotovljeno, da so se dobro obnovile po 24 urah.! Za te
postopke se krvni filmi, zlasti od levkopeni¢nih posameznikov, ne priporocajo, saj je ocenjevanje
tega materiala precej zamudno. Uporabiti je treba pripravke iz citocentrifuge ali »buffy coat«. Filmi
kostnega mozga in tipalni tkivni preparati ne povzrocajo tezav pri mikroskopskem ocenjevanju.

Opombe

Pri vsakem testu je treba vkljuditi celice zdravih darovalcev.

Celice, izolirane na gradientih iz polisaharoze in natrijevega diatrizoata, je za nadzor mogoce hraniti v
tekocem dusiku (LN,). V ta namen 1 x 107 - 10° celic zamrznemo pri 1 + 0,3 °C na minuto v gojiscu,
ki vsebuje 50 % fetalnega tele¢jega seruma, 40 % RPMI-1640 (ali druge ustrezne tekocine za tkivne
kulture) in 10 % dimetilsulfoksida (DMSO). Hraniti jih je mogoce v tekodi ali parni fazi LN,

Stekelca je treba oceniti s 1000-kratno povecavo. Didimijevi filtri lahko izbolj$ajo barvo zlasti pri
difuznem barvanju a-NB.

Postopek

1. Raztopino fosfatnega pufra predhodno segrejte na 37 °C.

2. Tik pred fiksacijo dodajte 1,5 ml raztopine tablet natrijevega nitrita v 1,5 ml raztopine
pararosanilina. Nezno premesajte z obra¢anjem in pustite stati vsaj 5 minut, nato dodajte v
40 ml predhodno ogrete raztopine fosfatnega pufra.

3. Dodajte 5 ml raztopine a-naftilbutirata.

4. Dobro premesajte in vlijte v kozarec Coplin. Raztopina bo jantarne barve. Nastanek oborine
kaze na poslabsanje lastnosti reagenta.

5. Stekelca za 10 sekund fiksirajte v citratno-acetonsko-formaldehidnem fiksativu pri sobni
temperaturi (18-26 °C). Izpirajte v deionizirani vodi 45 sekund. Ne dovolite, da se stekelca
posusijo.

6. Takoj po izpiranju dajte stekelca v raztopino iz 4. koraka in jih inkubirajte 1 uro pri 37 °C.
Opomba: Ce stekelc po fiksaciji ne damo v inkubacijsko raztopino, jih je treba susiti na zraku
vsaj 45 minut.

7. Po eni uri odstranite stekelca iz kozarca Coplin in jih 2-3 minute spirajte v tekoci vodi iz pipe.
Raztopino za barvanje zavrzite.

8. Pred kontrastnim barvanjem pustite, da se preparati su$ijo na zraku vsaj 15 minut.

9. 5 minut kontrastno barvajte z metilen modrim kontrastnim barvilom.

10. Izperite v deionizirani vodi.

Znacdilnosti delovanja

Pri nekaterih limfocitih je opazen vzorec Zaris¢nega (to¢kovnega) barvanja, ki je povezan z zrelimi
celicami T, ki imajo receptorje Fc za IgM. Ta podskupina se do neke mere prekriva s populacijo celic
T-pomagalk, vendar ni natanéno merilo funkcije celic pomagalk. Razprseno ali zrnato obarvani limfociti
imajo receptorje za Fc del IgG in se do neke mere prekrivajo s populacijo supresorskih celic T.

Ce opazeni rezultati odstopajo od pritakovanih, se za pomo¢ obrnite na oddelek za tehni¢no pomo¢
podjetja Sigma-Aldrich.

Znacdilnosti analiti¢ne ucinkovitosti

Rezultati analiticne ucinkovitosti za dane teste, opravljene na vseh ciljnih strukturah, potrjujejo
100-odstotno obcutljivost, specifiénost in ponovljivost.

Kat. Opis izdelka Cilj Specifi¢- Ob¢utlji- Specific-  Obcutljivost
st. nost znot-  vost znot- nost med med testi
raj testa raj testa testi
Raztopina Lokacije
1801 a-naftilbutirata aktivnosti 30d3 30d3 30d3 30d3
Raztopina Lokacije
1804 pararosanilina aktivnosti 3o0d3 30d3 30d3 30d3
Tablete Lokacije
1809 natrijevega nitrita  aktivnosti 30d3 30d3 30d3 30d3
. . Lokacije
915 Raztopina citrata aktivnosti 30d3 3o0d3 3o0d3 30d3
. Lokacije
1805 Fosfatni pufer aktivnosti 3o0d3 3o0d3 3o0d3 30d3
1808 Raztopina metilen  Lokacije 30d3 30d3 30d3 30d 3

modrega aktivnosti
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Opozorila in nevarnosti

Vse posodobljene informacije o tveganju, nevarnosti ali varnosti najdete na varnostnem listu in
oznaki izdelka.

SOHPO

H226 Vnetljiva tekocina in hlapi.

H272 Lahko okrepi pozar; oksidativna snov.
H290 Lahko je jedko za kovine.

H301 Strupeno pri zauZitju.

H312 + H332 Zdravju skodljivo v stiku s kozo ali pri vdihavanju.
H315 Povzroca drazenje koze.

H319 Povzroca hudo drazenje odi.

H335 Lahko povzroci drazenje dihalnih poti.
H350 Lahko povzroci raka.

H370 Skoduje organom (o&i).

H400 Zelo strupeno za vodne organizme.

P210 Hraniti loceno od vrocine, vrocih povrsin, isker, odprtega ognja in drugih virov vziga.
Kajenje je prepovedano.

P273 Prepreciti sprosc¢anje v okolje.
P280 Nositi zas¢itne 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 VDIHAVANJIU: Prenesti osebo na svez zrak in jo pustiti v udobnem
polozaju, ki olajsa dihanje. Ob slabem pocutju pokli¢ite CENTER ZA ZASTRUPITVE/ZDRAVNIKA.

Ce je med uporabo te naprave ali kot posledica njene uporabe pri$lo do resnega
incidenta, o tem obvestite proizvajalca in/ali njegovega pooblaséenega zastopnika
ter ustrezen drzavni organ.

Definicije simbolov
Simboli, kot so opredeljeni v standardu EN ISO 15223-1:2021

Proizvajalec -

Natancno preberite navodila

Kataloska stevilka

7a uporabo Koda serije
Pooblasceni zastopnik v Evropski C E Izjava Evropske unije o skladnosti
skupnosti/Evropski uniji (opredeljena v IVDR 2017/746)

Rok uporabe m me\(/jilt(;'lonSkl diagnosti¢ni pripomocek

< [vD]
,i’ Temperaturna omejitev A Pozor
1 ®

Datum izdelave Uvoznik

m Oznacuje pooblastenega zastopnika

Vv Svici
Reference
1. Zito DR, Johnson KL, Skipper ME, Normansell DE: Isolation of mononuclear cells from the whole

blood: Comparison of two media. Lab Med 17:94, 1986
Kontaktni podatki

Ce Zelite oddati narocilo, obis¢ite nase spletno mesto SigmaAldrich.com. Ce Zelite tehni¢no pomo¢,
obiscite stran tehni¢nega servisa na nasem spletnem mestu SigmaAldrich.com/techservice.

Zgodovina revizij

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

Preneseno v novo predlogo s trenutno blagovno znamko. Navedeno za poklicno uporabo
v okviru predvidene uporabe in previdnostnih ukrepov. Pomo¢ za izjavo o diagnozi

je prestavljena v predvideno uporabo. Revidiran je namen uporabe za uskladitev s Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
smernicami IVDR. Posodobljen je varnostni list materiala v varnostni list. Posodobljeni 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271

so kontaktni podatki. Odstranjeno je navodilo, da je treba pri zbiranju vzorcev St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
upostevati standard CLSI. Odstranjen je standard EN 980 in za simbole spremenjen an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

v standard EN ISO 15223-1:2021. Dodani so kontaktni podatki v primeru nezelenih Darmstadt, Germany

dogodkov. Dodana so opozorila in nevarnosti. Odstranjene so reference za +1(314) 771-5765

komplet 181A. D n ile informacij nik
omplet 18 odane so bile informacije o zastopniku v Svici MDSS CH GmbH

Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

Zacletna ¢rka M in Sigma-Aldrich sta blagovni znamki druzbe Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija ali njenih
pridruzenih druzb. Vse druge blagovne znamke so last posameznih lastnikov. Podrobne informacije o blagovnih
znamkah so na voljo v javno dostopnih virih.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

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



