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Sigma-Aldrich.

Instructions for Use

Leukocyte Acid Phosphatase
(TRAP) Kit

Procedure No. 387

[vo] Cé€

Intended Use

Sigma-Aldrich Acid Phosphatase kits are intended as a general laboratory use histological stain.
Acid Phosphatase reagents are for professional “In Vitro Diagnostic Use” only. This manual,
qualitative, histochemical procedure demonstrates acid phosphatase activity in leukocytes of
human blood, bone marrow, and tissue touch preparations. Histological visualization of leukocyte
associated acid phosphatase is a unique technique currently commonly used in medicine.

Use of substituted naphthol AS phosphates in conjunction with diazonium salts for detection of acid
phosphatase in human leukocytes was first reported by Goldberg and Barka.! The Sigma-Aldrich
procedure for demonstrating this enzyme employs naphthol AS-BI phosphate and freshly diazotized
fast garnet GBC salt. The latter compound was selected because it couples rapidly at acid pH,
forming highly insoluble dye deposits.

Most procedures, including that provided by Sigma-Aldrich, employ stable diazonium salts.
These are formed by reacting an arylamine with sodium nitrite in an acid medium.2 The resulting
diazonium chloride (usually unstable) can then be treated with compounds such as zinc chloride,
zinc sulfate or naphthalene-1,6-disulfonate, forming stable salts. These stabilizers may exert
marked inhibition upon some enzymatic systems, whereas the diazonium chlorides are less
inhibitory.? For this reason, Sigma-Aldrich now provides a stable solution of fast garnet GBC base
and sodium nitrite for acid phosphatase cytochemistry. To further simplify this method, a stable
aqueous solution of naphthol AS-Bl phosphate is also included. The availability of these stable
solutions allows users to adjust working reagent volumes according to needs, eliminating waste.

According to the Sigma-Aldrich procedure, blood films are incubated in a solution containing
naphthol AS-BI phosphoric acid and freshly diazotized fast garnet GBC. Duplicate films may

be treated with a solution containing L(+)-tartrate. Naphthol AS-BI, released by enzymatic
hydrolysis, couples immediately with fast garnet GBC forming insoluble maroon dye deposits at
sites of activity. Cells containing tartaric acid-sensitive acid phosphatase are devoid of activity.
Those mononuclear cells containing tartaric acid-resistant phosphatase are not affected by such
treatment.

Reagents

Naphthol AS-BI Phosphoric Acid Solution (Cat. No. 3871-10ML)
Naphthol AS-BI phosphoric acid, 12.5 mg/mL

Fast Garnet GBC Base Solution (Cat. No. 3872-10ML)

Fast garnet GBC base, 7.0 mg/mL, C.I. 11160, in 0.4 mol/L hydrochloric acid with stabilizer.
Danger. Harmful if swallowed. Causes severe skin burns and eye damage. May cause an allergic
skin reaction. May cause cancer.

Acetate Solution (Cat. No. 3863-50ML)
Acetate buffer, 2.5 mol/L, pH 5.2 £ 0.1

Tartrate Solution (Cat. No. 3873-10ML)
L(+)-Tartrate buffer, 0.335 mol/L, pH 4.9 £ 0.1. Warning. Causes mild skin irritiation.

Sodium Nitrite Solution (Cat. No. 914-10ML)
Sodium nitrite, 0.1 mol/L
Citrate Solution (Cat. No. 915-50ML)

Citric acid, 18 mmol/L, sodium citrate, 9 mmol/L, sodium chloride, 12 mmol/L, and surfactant, pH
3.6 £0.1

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

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

Special Materials Required but Not Provided

e Acetone, ACS Reagent

e Formaldehyde, 37%

Storage and Stability

Store Hematoxylin Solution at room temperature (18-26°C). Protect from light. Reagent label
bears expiration date.

Store Naphthol AS-BI Phosphoric Acid Solution, Fast Garnet GBC Base Solution, Acetate Solution,
Tartrate Solution, Sodium Nitrite Solution and Citrate Solution at 2-8°C.

Store Fixative Solution refrigerated (2-8°C). Warm to 18-26°C prior to use. Stable up to 2 months,
if stored tightly capped in refrigerator. Discard Fixative Solution if evaporation is noted and prepare
fresh.

Deterioration

Naphthol AS-BI Phosphoric Acid Solution, Tartrate Solution should be discarded if turbidity
develops.

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

Hematoxylin Solution should be discarded if solution turns brown (over-oxidized from air) or purple
(loss of acidity).

Preparation
Reagents are provided ready for use.

Prepare Fixative Solution by combining 25 mL Citrate Solution, 65 mL acetone and 8 mL of 37%
formaldehyde. Place in glass bottle and cap tightly.

Precautions

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

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

Procedure

Specimen Collection

No known test method can offer complete assurance that blood samples or tissue will not transmit
infection. Therefore, all blood derivatives or tissue specimens should be considered potentially
infectious.

Blood, bone marrow films, tissue touch preparations and cytocentrifuge preparations may be
used. Either EDTA or heparin will serve as anticoagulants. Blood or bone marrow films may be
stored fixed at room temperature (18-26°C) for several weeks or unfixed for several days without
appreciable change in activity.® Do not ship whole blood for assay at other laboratories. Send fixed
or unfixed slides. Slides should be kept cool during transit. Allow films to dry at least 1 hour prior
to fixation.

Notes
Test performance should be monitored by including blood film prepared from a healthy individual.

Procedure

1. Prewarm sufficient deionized water for a day’s use to 37°C. Check temperature before use.

2. Bring Fixative Solution to room temperature (18-26°C). Fix slides by immersing in Fixative
Solution for 30 seconds. Rinse thoroughly in deionized water: Do not allow slides to dry.

3. To each of 2 test tubes add 0.5 mL Fast Garnet GBC Base Solution and 0.5 mL Sodium Nitrite
Solution. Mix by gentle inversion for 30 seconds. Let stand 2 minutes.

4. Label two 100 mL beakers A and B and add the following while mixing:

Beaker A Beaker B
Deionized water prewarmed to 37°C 45 mL 45 mL
Diazotized Fast Garnet GBC Solution (Step 3) 1.0 mL 1.0 mL
Naphthol AS-BI Phosphate Solution 0.5 mL 0.5 mL
Acetate Solution 2.0 mL 2.0 mL
Tartrate Solution 1.0 mL

5. Label Coplin jars A and B and transfer solutions from beakers to appropriate Coplin jar. Warm
solutions in jars to 37°C in water bath. Check that temperature is at 37°C before adding
slides.

6. Add slides to Coplin jars and incubate 1 hour in 37°C water bath protected from light.

7. After 1 hour, rinse slides thoroughly in deionized water, then counterstain 2 minutes in
Hematoxylin Solution, Gill No. 3.

8. Rinse several minutes in alkaline tap water to blue nuclei.

9. Air dry and evaluate microscopically. Coverslipping is not recommended since dye fades with
time.

Performance Characteristics

Results

Stained blood films are usually evaluated subjectively for the presence or absence of tartrate-
resistant enzyme. In the absence of tartaric acid, most leukocytes demonstrate granular sites of
activity. When incubated with tartrate, an occasional granule may be observed in lymphocytes and
some specialized macrophages.* In blood smears a positive reaction is denoted by the presence of
more than two cells with diffuse and intense activity, i.e., more than 40 granules.* To evaluate Golgi
staining, characteristic of thymus derived lymphocytes (T-cells), Sigma-Aldrich Procedure No. 181
is recommended.

Acid Phosphatase activity appears as purplish to dark red granules in the cytoplasma of most
leukocytes.

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
No Description

Naphthol AS-BI

Target Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity

3871 Phosphoric Acd i'cttelslgf 30f3 30f3 30f3 30f3
3872 TSt Garnet GBC i'ctﬁilgf 30f3 30f3 30f3 30f3
3873 Tartrate Solution i'cttelf”f; 30f3 30f3 303 30f3
3863  Acetate Solution i'ctﬁ\flgf 30f3 30f3 30f3 303
914 Sodium Nitrite i'cttelf”f; 30f3 30f3 303 30f3
915  Citrate Solution f\'ctﬁ\flgf 30f3 30f3 30f3 30f3
GHS3 Hematoxylin Nuclei 30f3 30f3 30f3 303

Solution, Gill No. 3
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Warnings and Hazards
Refer to Safety Data Sheet and product labeling for any updated risk, hazard or safety information.

387A:

X

H290 May be corrosive to metals.

H302 Harmful if swallowed.

H314 Causes severe skin burns and eye damage.

H350 May cause cancer.

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

P202 Do not handle until all safety precautions have been read and understood.

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

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

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

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

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

If during the use of this device or as a result of its use, a serious incident has

occurred, please report it to the manufacturer and/or its authorized representative

and to your national authority.

Symbol Defin

ions

Symbols as defined in EN ISO 15223-1:2021

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)
g Use-by Date In vitro diagnostic medical device
,ﬂ’ Temperature Limit & Caution
& Date of Manufacture % Importer

Indicates the Authorised
Representative in Switzerland

References
1. Goldberg AF, Barka T: Acid phosphatase activity in human blood cells. Nature 189:297 1962

2. Burstone MS: In Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic

Press, New York, 1962, pp 88-113

3. Janckila A, Li CY, et al: The Cytochemistry of the Tartrate-Resistant Acid Phosphatase - Technical
considerations. Am J Clin Pathol 70:45, 1978

4. Sun T: Atlas of Cytochemistry and Immunochemistry of Hematologic Neoplasms. American Society

of Clinical Pathologists Press, Chicago, 1985, pp 28, 119
Contact Information

To place an order, please visit our web site at SigmaAldrich.com. For Technical Service, please visit the

tech service page on our web site at SigmaAldrich.com/techservice.

Revision History

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

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

and changed to EN ISO 15223-1:2021 for symbols. Added adverse event contact
information. Removed reference number 5. Added Warnings and Hazards. Added CH-
REP information.
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Darmstadt, Germany
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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 KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Anweisungen fir den Gebrauch

Saure Phosphotase,
Leukozyten (TRAP) - Kit

Verfahren Nr. 387

MILIBPORR
C€ SiGMa

Verwendungszweck

Die saure Phosphotase-Kits von Sigma-Aldrich sind als allgemeine histologische Farbemittel fur
den Laborgebrauch bestimmt. Die Reagenzien fiir die saure Phosphatase sind fiir die professionelle
»In-vitro-Diagnostik™ bestimmt. Dieses manuelle, qualitative, histochemische Verfahren weist die
Aktivitat von saurer Phosphotase in Leukozyten aus menschlichem Blut, Knochenmarkausstrichen
und Gewebetupfpraparaten nach. Die histologische Visualisierung der Leukozyten-assoziierten
sauren Phosphotase ist eine einzigartige Technik, die derzeit in der Medizin haufig eingesetzt wird.

Die Verwendung von substituierten Naphthol-AS-Phosphaten in Verbindung mit Diazoniumsalzen
zum Nachweis von saurer Phosphatase in menschlichen Leukozyten wurde erstmals von Goldberg
und Barka beschrieben.! Das Verfahren von Sigma-Aldrich zum Nachweis dieses Enzyms verwendet
Naphthol AS-BI Phosphat und frisch diazotiertes Echtgranatsalz GBC. Die letztgenannte Verbindung
wurde ausgewahlt, weil sie bei saurem pH-Wert sehr schnell eine Verbindung eingeht und dabei
stark unlésliche Farbstoffablagerungen bildet.

Bei den meisten Verfahren, auch bei den Verfahren von Sigma-Aldrich, werden stabile
Diazoniumsalze verwendet. Diese werden durch Reaktion eines Arylamins mit Natriumnitrit in
einem sauren Medium gebildet.? Das daraus entstandene Diazoniumchlorid (gew&hnlich instabil)
kann anschlieBend mit Verbindungen wie Zinkchlorid, Zinksulfat oder Naphthalin-1,6-disulfonat
behandelt werden, die stabile Salze bilden. Diese Stabilisatoren kdnnen einige Enzymsysteme
erheblich hemmen. Diazoniumchloride wirken hingegen weniger hemmend.? Aus diesem Grund
bietet Sigma-Aldrich jetzt eine stabile Losung mit einer Echtgranat-GBC-Base und Natriumnitrit fur
die Zytochemie der sauren Phosphatase an. Zur weiteren Vereinfachung dieser Methode wird auch
eine stabile wassrige Losung von Naphthol AS-Bl Phosphat verwendet. Die Verfiigbarkeit dieser
stabilen Losungen ermdglicht es Anwendern, die Volumina der Arbeitsreagenzien nach Bedarf
anzupassen und so Abfall zu vermeiden.

Entsprechend dem Verfahren von Sigma-Aldrich werden Blutausstriche in einer Losung

aus Naphthol AS-BI Phosphorséure und frisch diazotiertem Echtgranat-GBC inkubiert.
Duplikatausstriche kénnen mit einer L(+)-tartrathaltigen Lésung behandelt werden. Das durch
enzymatische Hydrolyse freigesetzte Naphthol AS-BI verbindet sich sofort mit dem Echtgranat-
GBC und bildet in den Bereichen, in denen es aktiv ist, |6sliche rotbraune Ablagerungen. Zellen,
die weinsaureempfindliche saure Phosphatase enthalten, weisen keine Aktivitat auf. Eine solche
Behandlung hat auf mononukleére Zellen mit weinsaureresistenter Phosphatase keinen Effekt.

Reagenzien

Naphthol AS-BI Phosphorsdure-Losung (Kat.-Nr. 3871-10ML)
Naphthol AS-BI Phosphorséure, 12,5 mg/ml

Echtgranat-GBC-Basislosung (Kat.-Nr. 3872-10ML)

Echtgranat-GBC-Basis, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, in 0,4 mol/l Salzséure mit Stabilisator. Gefahr.
Gesundheitsschédlich beim Verschlucken. Verursacht schwere Verdtzungen der Haut und
Augenschaden. Kann eine allergische Reaktion der Haut verursachen. Kann Krebs erzeugen.

Acetatlosung (Kat.-Nr. 3863-50ML)
Acetatpuffer, 2,5 mol/l, pH-Wert 5,2 £0,1

Weinsteinlosung (Kat.-Nr. 3873-10ML)

L(+) Tartratpuffer, 0,335 mol/l, pH-Wert 4,9 £0,1. Warnung. Verursacht leichte Hautreizungen.
Natriumnitrit-Lésung (Kat.-Nr. 914-10ML)

Natriumnitrit, 0,1 mol/|

Citratlosung (Kat.-Nr. 915-50ML)

Zitronensdure, 18 mmol/l, Natriumcitrat, 9 mmol/l, Natriumchlorid, 12 mmol/l und Tensid,
pH-Wert 3,6 £0,1

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

Hamatoxylin, zertifiziert, 6,0 g/I, C.I. 75290, Natriumiodat, 0,6 g/I, Aluminiumsulfat, 52,8 g/|
und Stabilisatoren. Gefahr. Gesundheitsschadlich beim Verschlucken. Verursacht schwere
Augenschéden. Schutzhandschuhe/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.

Spezielle Materialien, die erforderlich sind, aber nicht zur Verfligung

gestellt werden

e Aceton, ACS-Reagenz

¢ Formaldehyd, 37 %

Lagerung und Stabilitat

Hamatoxylin-Lésung bei Raumtemperatur (18-26 °C) lagern. Vor Licht schiitzen. Das Verfallsdatum
ist auf dem Etikett des Reagenzes angegeben.

Naphthol AS-BI Phosphorsaureldsung, Echtgranat-GBC-Basislosung, Acetatlésung, Tartratlésung,
Natriumnitritldsung und Citratlésung bei 2-8 °C lagern.

Die Fixierlésung im Kihlschrank aufbewahren (2-8 °C). Vor dem Gebrauch auf 18-26 °C
erwdrmen. Bis zu 2 Monate stabil, wenn die Lagerung fest verschlossen im Kiihischrank erfolgt.
Im Falle von Verdunstung die Fixierldsung entsorgen und neu ansetzen.

Zerfall

Naphthol AS-BI Phosphorsdurelésung und Tartratlésung sollten bei Auftreten von Triibungen
entsorgt werden.

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

Die Hamatoxylinlésung muss entsorgt werden, wenn sie braun (Uberoxidation durch Luft) oder
violett (Saureverlust) wird.

Vorbereitung
Die Reagenzien werden gebrauchsfertig geliefert.

Fixierungslésung aus 25 ml Citratlésung, 65 ml Aceton und 8 ml 37%igem Formaldehyd zubereiten.
In eine Glasflasche fiillen und fest verschlieBen.

VorsichtsmaBnahmen

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

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

Verfahren

Probenentnahme

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

Es kénnen Blut, Knochenmarkausstriche, Gewebetupfpraparate und Zytozentrifugenpréparate
verwendet werden. Als Antikoagulanzien kénnen EDTA und Heparin verwendet werden. Blut- und
Knochenmarkausstriche kénnen mehrere Wochen lang fixiert bei Raumtemperatur (18-26 °C)

bzw. mehrere Tage lang unfixiert aufbewahrt werden, ohne dass eine bedeutende Veranderung der
Aktivitat eintritt.> Vollblutproben dirfen nicht zur Untersuchung an andere Labors geschickt werden.
Stattdessen fixierte oder nicht fixierte Objekttrager senden. Die Objekttréger sollten wahrend des
Transports kihl gelagert werden. Ausstriche vor dem Fixieren mindestens 1 Stunde trocknen lassen.

Anmerkungen

Die Leistungsfahigkeit des Tests sollte durch die Einbeziehung eines Blutausstrichs einer gesunden
Person kontrolliert werden.

Verfahren

1. Eine fur einen Tag ausreichende Menge entionisiertes Wasser auf 37 °C erwdrmen. Temperatur
vor Gebrauch prifen.

2. Fixierlésung auf Raumtemperatur (18-26 °C) erwarmen. Die Objekttréager durch Eintauchen
in die Fixierlésung fir 30 Sekunden fixieren. Griindlich in entionisiertem Wasser abspiilen: Die
Objekttrager nicht trocknen lassen.

3. In die 2 Reagenzglaser jeweils 0,5 ml der Echtgranat-GBC-Basislésung und 0,5 ml
Natriumnitritldsung geben. Das Ganze 30 Sekunden lang durch vorsichtiges Schwenken
mischen. 2 Minuten stehen lassen.

4. Zwei 100-ml-Becherglaser mit A und B beschriften und die folgenden Substanzen wéhrend des
Mischens hinzugeben:

Becherglas A Becherglas B

Entionisiertes Wasser, vorgewarmt auf 37 °C 45 ml 45 ml
Diazotierte Echtgranat-GBC-L&sung (Schritt 3) 1,0 ml 1,0 ml
Naphthol AS-BI Phosphatlésung 0,5 ml 0,5 ml
Acetatlésung 2,0 ml 2,0 ml

Tartratlésung 1,0 ml

5. Coplin-Farbetroge mit A und B beschriften und die Lésungen aus den Bechergldsern in die
entsprechenden Coplin-Farbetroge fiillen. Die Lésungen in den Trégen im Wasserbad auf
37 °C erwarmen. Vor dem Einsetzen der Objekttrager Uberprifen, dass die Temperatur
37 °C betragt.

6. Die Objekttréger in Coplin-Farbetroge geben und 1 Stunde im 37 °C warmen Wasserbad vor
Licht geschiitzt inkubieren.

7. Nach 1 Stunde die Objekttréger griindlich in entionisiertem Wasser absptlen. AnschlieBend
2 Minuten in Hamatoxylin-Lésung, Gill Nr. 3, gegenfarben.

8. Einige Minuten mit alkalischem Leitungswasser abspilen, um die Zellkerne blaulich erscheinen
zu lassen.

9. An der Luft trocknen lassen und mikroskopisch untersuchen. Das Abdecken mit einem
Deckglas wird nicht empfohlen, da der Farbstoff mit der Zeit verblasst.

Leistungsmerkmale

Ergebnisse

Gefarbte Blutausstriche werden Ublicherweise subjektiv auf das Vorhandensein oder Fehlen von
tartratresistentem Enzym bewertet. In Abwesenheit von Weinsaure weisen die meisten Leukozyten
Bereiche mit granuldrer Aktivitat auf. Bei der Inkubation mit Tartrat kann gelegentlich eine
Granulierung in Lymphozyten und einigen spezialisierten Makrophagen beobachtet werden.*

In Blutausstrichen zeigt sich eine positive Reaktion durch das Vorhandensein von mehr als zwei
Zellen mit diffuser und intensiver Aktivitat, d. h. mit mehr als 40 Granula.* Zur Beurteilung der
Golgi-Farbung, die flir aus dem Thymus stammende Lymphozyten (T-Zellen) charakteristisch ist,
wird das Sigma-Aldrich-Verfahren Nr. 181 empfohlen.

Die Aktivitat der sauren Phosphatase zeigt sich als violette bis dunkelrote Granulate im Zytoplasma
der meisten Leukozyten.

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

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

Kat.- Beschreibung des Ziel Intra- Intra-Assay- Inter- Inter-Assay-
Nr. Produkts Assay- Empfindlichkeit Assay- Empfindlichkeit
Spezifitat Spezifitat

Naphthol AS-BI .

3871 Phosphorsaure- del?'eArilt?Ci?ét 3von3 3von3 3von3 3von3
Lésung

Echtgranat-GBC- Bereiche
3872 Basislosung der Aktivitat 3von 3 3von 3 3von3 3von 3
3873 Tartratlésung de?’eAriit?\t]iiét 3von3 3von3 3von 3 3von3
3863 Acetatldsung deBreAriit‘i:Ciiét 3von3 3von3 3von3 3von3
914  Natriumnitrit-Ldsung del?'eAriit?Ci?ét 3von3 3von3 3von3 3von3
915 Citratlosung del?'eArilt?ciiét 3von 3 3von 3 3von3 3von3
GHS3 Hamatoxylin-Lésung, Kerne 3von 3 3von 3 3von3 3von 3

Gill Nr. 3

Warnungen und Gefahren

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

387A:

&

H290 Kann atzend auf Metalle wirken.

3

H302 Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.
H314 Verursacht schwere Verdtzungen der Haut und Augenschaden.
H350 Kann Krebs erzeugen.

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

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

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

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

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

P305 + P351 + P338 BEI AUGENKONTAKT: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spiilen.
Entfernen Sie Kontaktlinsen, falls vorhanden und leicht durchzufiihren. Weiter abspulen.
Wenn widhrend der Verwendung dieses Gerdts oder als Folge seiner Verwendung
ein schwerwiegender Zwischenfall eingetreten ist, melden Sie dies bitte dem
Hersteller und/oder seinem bevollméachtigten Vertreter sowie Ihrer nationalen
Behorde.

Symbol-Definitionen
Symbole gemaB der Definition in EN ISO 15223-1:2021
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Mode d’emploi

Kit de phosphatase acide
leucocytaire (TRAP)

Procédure n° 387

C€ SiGMa

Utilisation prévue

Les kits de phosphatase acide de Sigma-Aldrich sont destinés a la coloration histologique générale
en laboratoire. Les réactifs de détection de la phosphatase acide sont destinés aux professionnels
et a un « usage en diagnostic in vitro » uniquement. Cette procédure histochimique manuelle

et qualitative met en évidence I'activité de la phosphatase acide dans les leucocytes des frottis
sanguins, de moelle osseuse humains et d’empreintes tissulaires. La visualisation histologique

de la phosphatase acide associée aux leucocytes est une technique unique couramment utilisée
en médecine.

L'utilisation de phosphates de naphtol AS substitués avec des sels de diazonium pour la détection
de la phosphatase acide dans les leucocytes humains a été décrite pour la premiére fois par
Goldberg et Barka.! La procédure de Sigma-Aldrich pour la mise en évidence de cette enzyme
utilise le phosphate de naphtol AS-BI et du sel de grenat solide GBC fraichement diazotisé.

Ce dernier composé a été choisi parce qu'il se couple rapidement a un pH acide, formant des
dépots de colorant hautement insolubles.

La plupart des procédures, y compris celles fournies par Sigma-Aldrich, utilisent des sels de
diazonium stables. Ces sels sont formés en faisant réagir une arylamine avec du nitrite de sodium
en milieu acide.? Le chlorure de diazonium qui en résulte (généralement instable) peut ensuite
étre traité avec des composés tels que du chlorure de zinc, du sulfate de zinc ou du
naphtalene-1,6-disulfonate, formant ainsi des sels stables. Ces stabilisateurs peuvent exercer
une inhibition marquée sur certains systemes enzymatiques, alors que les chlorures de diazonium
sont moins inhibiteurs.? C'est pourquoi Sigma-Aldrich propose désormais une solution stable de
base grenat solide GBC et de nitrite de sodium pour la cytochimie de la phosphatase acide. Pour
simplifier davantage cette méthode, une solution aqueuse stable de phosphate de naphtol AS-BI
est également incluse. La disponibilité de ces solutions stables permet aux utilisateurs d'ajuster les
volumes de travail des réactifs en fonction des besoins, éliminant ainsi le gaspillage.

Selon la procédure de Sigma-Aldrich, les frottis sanguins sont incubés dans une solution contenant
du naphtol AS-BI-acide phosphorique et du grenat solide GBC fraichement diazotisé. Les frottis

en double peuvent étre traités avec une solution contenant du L(+)-tartrate. Le naphtol AS-BI,
libéré par I'nydrolyse enzymatique, se couple immédiatement avec le grenat solide GBC, formant
ainsi des dépots de colorant marron insolubles sur les sites d’activité. Les cellules contenant

de la phosphatase acide sensible a I'acide tartrique ne présentent aucune activité. Les cellules
mononucléées contenant de la phosphatase résistante a I'acide tartrique ne sont pas affectées par
ce traitement.

Réactifs

Solution de naphtol AS-BI-acide phosphorique (réf. 3871-10ML)
Naphtol AS-BI-acide phosphorique, 12,5 mg/ml.

Solution de base grenat solide GBC (réf. 3872-10ML)

Base grenat solide GBC, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, dans de I'acide chlorhydrique a 0,4 mol/| avec
stabilisateur. Danger. Nocif en cas d’ingestion. Provoque des brilures de la peau et des Iésions
oculaires graves. Peut provoquer une allergie cutanée. Peut provoquer le cancer.

Solution d’acétate (réf. 3863-50ML)
Tampon acétate, 2,5 mol/l, pH 5,2 + 0,1.

Solution de tartrate (réf. 3873-10ML)
Tampon L(+)-tartrate, 0,335 mol/l, pH 4,9 + 0,1. Avertissement. Provoque une irritation
cutanée légére.

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

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

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

Hématoxyline, certifiée, 6,0 g/I, C.I. 75290, iodate de sodium, 0,6 g/I, sulfate d’aluminium,

52,8 g/ et stabilisateurs. Danger. Nocif en cas d’ingestion. Provoque des lésions oculaires graves.
Porter des gants de protection/un équipement de protection des yeux/du visage.

Matériel spécial requis mais non fourni

e Acétone, de qualité réactif ou de qualité ACS
e Formaldéhyde, 37 %

Conservation et stabilité

Conserver la solution d’hématoxyline & température ambiante (entre 18 et 26 °C). A conserver &
Iabri de la lumiére. L'étiquette des réactifs porte une date limite d’utilisation.

Conserver la solution de naphtol AS-BI-acide phosphorique, la solution de base grenat solide GBC,
la solution d’acétate, la solution de tartrate, la solution de nitrite de sodium et la solution de citrate
entre 2 et 8 °C.

Conserver la solution de fixation au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C). L'équilibrer entre 18 et 26 °C
avant de I'utiliser. Elle est stable jusqu’a 2 mois si elle est conservée hermétiquement fermée

au réfrigérateur. Jeter la solution de fixation si I'on constate une évaporation et en préparer une
nouvelle.

Détérioration
La solution de naphtol AS-BI-acide phosphorique et la solution de tartrate doivent étre jetées si

elles deviennent troubles.

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

Jeter la solution d’hématoxyline si elle devient marron (trop oxydée par I'air) ou violette

(perte d'acidité).

Préparation
Les réactifs sont fournis préts a I'emploi.

Préparer la solution de fixation en combinant 25 ml de solution de citrate, 65 ml d’acétone et 8 ml

de formaldéhyde a 37 %. Verser la solution dans un flacon en verre et boucher hermétiquement.

Précautions

Ces dispositifs médicaux de diagnostic in vitro sont destinés a étre utilisés en diagnostic in vitro

au sein de laboratoires de biologie médicale. Ces dispositifs médicaux de diagnostic in vitro sont
destinés a un usage professionnel par un personnel qualifié uniquement. Les dispositifs médicaux
de diagnostic in vitro de Sigma-Aldrich peuvent étre utilisés par le personnel de laboratoire formé a

la manipulation d’échantillons humains potentiellement infectieux, a I'utilisation de microscopes et

d’autres équipements de laboratoire et possédant une perception des couleurs et une acuité visuelle

permettant de distinguer les couleurs ainsi que les autres objets au microscope.

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

Procédure

Prélevement des échantillons

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

1l est possible d'utiliser des frottis sanguins ou médullaires, des empreintes tissulaires et des

préparations obtenues par cytocentrifugation. L'EDTA ou I'héparine serviront d’anticoagulants.
Les frottis sanguins ou médullaires peuvent étre conservés fixés a température ambiante (entre 18

et 26 °C) pendant plusieurs semaines ou non fixés pendant plusieurs jours sans aucun changement

notable de I'activité.> Ne pas expédier le sang total a analyser vers d’autres laboratoires. Envoyer

soit des lames fixées soit des lames non fixées. Les lames doivent étre conservées au frais pendant

le transport. Laisser les frottis sécher au moins 1 heure avant de les fixer.

Remarques

Les performances du test doivent étre contrélées en incluant un frottis sanguin préparé a partir d’'un
individu en bonne santé.

Procédure

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

2. Equilibrer la solution de fixation & température ambiante (entre 18 et 26 °C). Fixer les lames
en les immergeant dans la solution de fixation pendant 30 secondes. Rincer soigneusement a
I'eau déionisée. Ne pas laisser les lames sécher.

3. Dans deux (2) tubes a essai, ajouter 0,5 ml de solution de grenat solide GBC et 0,5 ml de
solution de nitrite de sodium. Mélanger délicatement par inversion pendant 30 secondes.
Laisser reposer 2 minutes.

4. Etiqueter deux béchers de 100 ml A et B et ajouter les éléments suivants tout en mélangeant :

Bécher A Bécher B
Eau déionisée préchauffée a 37 °C 45 ml 45 ml
Solution de grenat solide GBC diazoté (étape 3) 1,0 ml 1,0 ml
Solution de phosphate de naphtol AS-BI 0,5 ml 0,5ml
Solution d'acétate 2,0 ml 2,0 ml
Solution de tartrate 1,0 ml

5. Etiqueter des cuves a coloration de Coplin A et B et transférer les solutions des béchers
dans chaque cuve a coloration de Coplin appropriée. Chauffer les solutions contenues dans
les cuves dans un bain-marie a 37 °C. Vérifier que la température est bien a 37 °C avant
d‘ajouter les lames.

6. Ajouter les lames dans les cuves a coloration de Coplin et laisser incuber pendant 1 heure au
bain-marie a 37 °C a I'abri de la lumiére.

7. Au bout d'une (1) heure, rincer soigneusement les lames a I’eau déionisée, puis contre-colorer

dans la solution d’hématoxyline de Gill n°® 3 pendant 2 minutes.

Rincer plusieurs minutes dans de I'eau du robinet alcaline pour rendre les noyaux bleus.

9. Sécher a l'air libre et examiner au microscope. Il est déconseillé de monter les lames avec des
lamelles couvre-objet, car la coloration s’estompe avec le temps.

Caractéristiques de performance

o

Résultats

Les frottis sanguins colorés sont généralement évalués de maniére subjective ; le but étant de
déterminer la présence ou |'absence de I'enzyme résistante au tartrate. En I'absence d’acide
tartrique, la plupart des leucocytes présentent des sites d’activité granulaires. Lorsqu'ils sont
incubés avec du tartrate, une granulation occasionnelle peut étre observée dans les lymphocytes
et dans certains macrophages spécialisés.* Sur les frottis sanguins, une réaction positive est
indiquée par la présence de plus de deux cellules présentant une activité intense diffuse, c’est-
a-dire présentant plus de 40 granulations. Pour évaluer la coloration de Golgi, caractéristique
des lymphocytes dérivés du thymus (lymphocytes T), la procédure n° 181 de Sigma-Aldrich est
recommandée.

L'activité de la phosphatase acide apparait sous la forme de granulations violacées a rouge foncé
dans le cytoplasme de la plupart des leucocytes.

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 Historique des révisions
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 %. Rév. 3.0 2014
, . . L e nz L, L e a2 s Rév. 4.0 2016
Réf. Description du Cible Spécificité Sensibilité Spécificité Sensibilité
produit intra-série intra-série inter-séries inter-séries Rév. 5.0 2023
Solution de Sit N ) L
3871 naphtol AS-Bl-acide d Itgs't’ 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 Transfert vers un nouveau modele avec I'image de marque actuelle. Précision de I'usage
phosphorique activite professionnel dans I'utilisation prévue et les précautions. Révision de I'utilisation prévue
Solution de base Sites afin de I'aligner sur les recommandations de la réglementation relative aux dispositifs
3872 grenat solide GBC  d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 médicaux de diagnostic in vitro. Remplacement du texte « Material Safety Data Sheet »
K Sites par « Safety Data Sheet » dans la version anglaise. Mise a jour des coordonnées.
3873  Solution de tartrate 4,0 s 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 Suppression de I'instruction indiquant de suivre les normes et recommandations du
- - Sites CLSI pour le prélévement des échantillons. Remplacement de la norme EN 980 par
3863  Solution dacétate .5 ite 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 la norme EN ISO 15223-1:2021 pour les symboles. Ajout de coordonnées en cas
Solution de nitrite Sites d’événements indésirables. Suppression de la référence bibliographique n° 5. Ajout
914 de sodium dractivité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 de la section relative aux avertissements et risques. Ajout des informations sur le
Sites représentant agréé en Suisse.
915 Solution de citrate d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution
GHS3  d’hématoxyline de Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Gill n° 3
Avertissements et risques
Se reporter a la fiche de données de sécurité et a I'étiquetage du produit pour obtenir des informations
mises a jour concernant les risques, les dangers et la sécurité.
387A:
H290 Peut étre corrosif pour les métaux.
H302 Nocif en cas d’ingestion.
H314 Provoque des brilures de la peau et des lésions oculaires graves.
H350 Peut provoquer le cancer.
H373 Risque présumé d'effets graves pour les organes (reins) a la suite d’expositions répétées ou
d’une exposition prolongée par ingestion.
P202 Ne pas manipuler avant d’avoir lu et compris toutes les précautions de sécurité.
P280 Porter des gants de protection/des vétements de protection/un équipement de protection des
yeux/du visage.
P301 + P312 EN CAS D'INGESTION : appeler un CENTRE ANTIPOISON ou un médecin en
cas de malaise.
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 + P310 EN CAS D'INHALATION : transporter la personne a I'extérieur et la maintenir
dans une position ou elle peut confortablement respirer. Appeler immédiatement un CENTRE
ANTIPOISON ou un médecin.
P305 + P351 + P338 EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX : rincer avec précaution a I'eau pendant
plusieurs minutes. Enlever les lentilles de contact si la victime en porte et si elles peuvent étre
facilement enlevées. Continuer & rincer.
Si, au cours de I'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
u Fabricant Référence catalogue
EE] Consulter le mode d’emploi Numéro du lot
Représentant agréé dans la Déclaration de conformité de
Communauté européenne/ I'Union européenne (définie dans
'Union européenne C E le réglement 2017/746 relatif aux
dispositifs médicaux de diagnostic
in vitro)
- PR Dispositif médical de diagnostic
g Date limite d’utilisation in vitro
,ﬂ’ Limites de température & Attention
& Date de fabrication % Importateur
Indique le représentant agréé Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
E en Suisse 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271
St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
P an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany
Références Darmstadt, Germany
1. Goldberg AF, Barka T: Acid phosphatase activity in human blood cells. Nature 189:297 1962 +1(314) 771-5765
2. Burstone MS: In Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic MDSS CH GmbH
Press, New York, 1962, pp 88-113 Laurenzenvorstadt 61
3. Janckila A, Li CY, et al: The Cytochemistry of the Tartrate-Resistant Acid Phosphatase - Technical 5000 Aarau
considerations. Am J Clin Pathol 70:45, 1978 Switzerland
4. Sun T: Atlas of Cytochemistry and Immunochemistry of Hematologic Neoplasms. American Society
of Clinical Pathologists Press, Chicago, 1985, pp 28, 119
7 Le M majuscule et Sigma-Aldrich sont des marques de commerce de Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne ou de ses
Coordonneées filiales. Toutes les autres marques sont la propriété de leurs détenteurs respectifs. Des informations détaillées sur
Pour passer commande, consulter notre site Web a I'adresse SigmaAldrich.com. Pour le service technique, les marques de commerce sont disponibles via des ressources accessibles au public.

consulter la page du service technique sur notre site Web a I'adresse SigmaAldrich.com/techservice.

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

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

Istruzioni per I'uso

Kit fosfatasi acida leucocitaria
(TRAP)

Procedura n. 387

C€ SiGMa

Uso previsto

I kit per fosfatasi acida Sigma-Aldrich sono intesi come coloranti istologici generali per uso

di laboratorio. I reagenti per fosfatasi acida sono destinati soltanto alla "diagnostica in vitro"
professionale. Questa procedura qualitativa manuale istochimica rileva I'attivita di fosfatasi acida
nei leucociti del sangue umano, del midollo umano e dei preparati ottenuti per apposizione di
tessuti. La visualizzazione istologica della fosfatasi acida associata ai leucociti & una tecnica unica al
momento comunemente utilizzata in medicina.

L'impiego di sostituiti dei naftolo AS fosfati insieme a sali di diazonio per la determinazione della
fosfatasi acida nei leucociti umani & stato riferito per la prima volta da Goldberg e Barka.! La
procedura di Sigma-Aldrich per rilevare la presenza di quest'enzima si basa sull'uso di naftolo
AS-BI fosfato e di sale Fast Garnet GBC diazotato al momento. Quest'ultimo composto € stato
scelto perché si lega rapidamente a pH acido, formando depositi di colorante altamente insolubili.

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

dei cloruri di diazonio, questi stabilizzanti possono essere fortemente inibenti verso alcuni sistemi
enzimatici.? Per questo motivo, Sigma-Aldrich fornisce ora una soluzione stabile di Fast Garnet GBC
Base e nitrito di sodio per la citochimica della fosfatasi acida. Per semplificare ulteriormente questo
metodo, la dotazione include anche una soluzione acquosa stabile di naftolo AS-BI fosfato. La
disponibilita di queste soluzioni stabili consente agli utenti di regolare i volumi dei reagenti di lavoro
in funzione delle esigenze, eliminando gli sprechi.

Secondo la procedura di Sigma-Aldrich, gli strisci ematici vengono incubati in una soluzione
contenente acido fosforico naftolo AS-BI e Fast Garnet GBC diazotato al momento. Gli strisci
duplicati possono essere trattati con substrato contenente L(+)-tartrato. Il naftolo AS-BI, rilasciato
per idrolisi enzimatica, si lega immediatamente con Fast Garnet GBC formando depositi di colorante
marrone insolubili nelle sedi di attivita. Le cellule contenenti fosfatasi acida sensibile all'acido
tartarico sono prive di attivita, mentre le cellule mononucleate contenenti fosfatasi resistente
all'acido tartarico non risentono di tale trattamento.

Reagenti
Soluzione di acido fosforico naftolo AS-BI (N. di cat. 3871-10ML)
Acido fosforico naftolo AS-BI, 12,5 mg/ml.

Soluzione di Fast Garnet GBC Base (N. di cat. 3872-10ML)

Soluzione basica contenente Fast Garnet GBC, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, in acido cloridrico 0,4 mol/|
con stabilizzante. Pericolo. Nocivo se ingerito. Provoca gravi ustioni cutanee e lesioni oculari. Puo
provocare una reazione allergica cutanea. Puo provocare il cancro.

Soluzione di acetato (N. di cat. 3863-50ML)
Tampone acetato, 2,5 mol/l, pH 5,2+0,1.

Soluzione di tartrato (N. di cat. 3873-10ML)
Tampone L(+)-tartrato, 0,335 mol/l, pH 4,9+0,1. Avvertenza. Provoca una lieve irritazione cutanea.

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

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

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

Ematossilina certificata, 6,0 g/I, C.I. 75290, iodato di sodio, 0,6 g/I, solfato di alluminio,

52,8 g/l e stabilizzanti. Pericolo. Nocivo se ingerito. Provoca gravi lesioni oculari. Indossare guanti
protettivi/proteggere gli occhi/il viso.

Materiali specifici necessari, ma non forniti in dotazione

e Acetone, reagente grado ACS
e Formaldeide, 37%

Conservazione e stabilita

Conservare la soluzione di ematossilina a temperatura ambiente (18-26 °C). Tenere al riparo dalla
luce. L'etichetta dei reagenti riporta la data di scadenza.

Conservare la soluzione di acido fosforico naftolo AS-BI, la soluzione di Fast Garnet GBC Base,
la soluzione di acetato, la soluzione di tartrato, la soluzione di nitrito di sodio e la soluzione di
citrato a 2-8 °C.

Conservare la soluzione fissativa in frigorifero (2-8 °C). Scaldare a 18-26 °C prima dell'uso.
Stabile fino a 2 mesi se conservata ben chiusa in frigorifero. Se si nota evaporazione, scartare la
soluzione fissativa e prepararla ex novo.

Deterioramento
Scartare la soluzione di acido fosforico naftolo AS-BI e la soluzione di tartrato se appaiono torbide.

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

Scartare soluzione di ematossilina se diventa marrone (iperossidazione causata dall'aria) o porpora
(perdita di acidita).

Preparazione
I reagenti sono forniti pronti per |'uso.

Per preparare la soluzione fissativa, unire 25 ml di soluzione di citrato, 65 ml di acetone e 8 ml di
formaldeide al 37%. Versare in un flaconcino di vetro e avvitare bene il tappo.

Precauzioni

Questi IVD sono destinati alla diagnostica in vitro in un ambiente di laboratorio clinico. Questi

IVD sono destinati esclusivamente all'uso professionale da parte di personale qualificato.

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

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

Procedura

Raccolta dei campioni

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

E possibile utilizzare strisci ematici, strisci midollari, preparati ottenuti per apposizione di tessuti

e con citocentrifuga. Utilizzare EDTA o eparina come anticoagulante. Gli strisci ematici o midollari
fissati possono essere conservati a temperatura ambiente (18-26 °C) per diverse settimane; se non
fissati possono essere conservati per diversi giorni senza cambiamenti apprezzabili nell'attivita.?
Non spedire il sangue intero da analizzare ad altri laboratori. Inviare vetrini fissati o non fissati.
Conservare i vetrini in borsa termica durante il trasporto. Lasciare asciugare i vetrini per almeno

1 ora prima della fissazione.

Note

Le prestazioni del test possono essere verificate includendo uno striscio ematico proveniente da un
donatore sano.

Procedura

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

2. Portare la soluzione fissativa a temperatura ambiente (18-26 °C). Fissare i vetrini
immergendoli nella soluzione fissativa per 30 secondi. Sciacquare accuratamente con acqua
deionizzata. Non far asciugare i vetrini.

3. Versare in ciascuna delle 2 provette per test 0,5 ml di soluzione di Fast Garnet GBC Base e
0,5 ml di soluzione di nitrito di sodio. Mescolare delicatamente per inversione per 30 secondi.
Lasciare riposare per 2 minuti.

4. Contrassegnare due becher da 100 ml con un'etichetta riportante rispettivamente Ae B e
procedere come segue, mescolando dopo ogni aggiunta:

Becher A Becher B
Acqua deionizzata, preriscaldata a 37 °C 45 ml 45 ml
Soluzione di Fast Garnet GBC diazotata 1,0 ml 1,0 ml
(punto 3)
Soluzione di fosfato naftolo AS-BI 0,5 ml 0,5 ml
Soluzione di acetato 2,0 ml 2,0 ml
Soluzione di tartrato _ 1,0 ml

5. Contrassegnare due vaschette tipo Coplin con un'etichetta riportante rispettivamente Ae B e
trasferire le soluzioni dai becher alla vaschetta tipo Coplin corrispondente. Scaldare le soluzioni
versate nelle vaschette a bagnomaria a 37 °C. Prima di immergere i vetrini, verificare che la
temperatura sia di 37 °C.

6. Immergere i vetrini nelle vaschette tipo Coplin e incubarli per 1 ora a bagnomaria a 37 °C,
al riparo dalla luce.

7. Dopo 1 ora, sciacquare accuratamente i vetrini con acqua deionizzata, quindi controcolorarli

per 2 minuti in soluzione di ematossilina di Gill, N. 3.

Sciacquare per diversi minuti con acqua corrente alcalina fino ai nuclei blu.

9. Asciugare all'aria ed esaminare al microscopio. Si sconsiglia I'uso del coprioggetto perché il
colorante sbiadisce con il tempo.

Caratteristiche prestazionali

Risultati

Dopo la colorazione, gli strisci ematici si analizzano di solito soggettivamente per rilevare la
presenza o I'assenza dell'enzima tartrato-resistente. In assenza di acido tartarico, quasi tutti i
leucociti evidenziano sedi di attivita granulare. Se incubati con tartrato, si puo rilevare un granulo
sporadico nei linfociti e in alcuni macrofagi.* Negli strisci ematici, una reazione positiva & denotata
dalla presenza di piu di due cellule con attivita diffusa e intensa, vale a dire oltre 40 granuli.* Per
valutare la colorazione di Golgi, caratteristica dei linfociti derivati dal timo (cellule T), si consiglia la
procedura n. 181 di Sigma-Aldrich.

o

L'attivita della fosfatasi acida appare sotto forma di granuli di colore dal tendente al porpora al
rosso scuro presenti nel citoplasma della maggior parte dei leucociti.

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



2-1T

Caratteristiche di prestazione analitica

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

Bibliografia
1. Goldberg AF, Barka T: Acid phosphatase activity in human blood cells. Nature 189:297 1962.

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

N.di  Descrizione del  Target Specificita Sensibilita Specificita Sensibilita 3. Janckila A, Li CY, et al: The Cytochemistry of the Tartrate-Resistant Acid Phosphatase - Technical
cat. prodotto intra- intra- inter- inter- considerations. Am J Clin Pathol 70:45, 1978.
Soluzi P == 4. Sun T: Atlas of Cytochemistry and Immunochemistry of Hematologic Neoplasms. American Society
oluzione di acido o ini i i
3871 fosforico naftolo asgj\;i;jé 3su3 3su3 3su3 3su3 of Clinical Pathologists Press, Chicago, 1985, pp 28, 119.
AS-BL — Recapiti
3872 ég:‘ﬁze'gg%g' g::; gtet?\;i'?‘al 3su3 3su3 3su3 3su3 Pgr effettuare un (_)rdim_e,‘visitare il nqstro siFo web _aII'indirizzo Sigmz_ﬂAIdrich.co_m. _Pgr il servizio
Sedi di di assistenza tecnica, visitare I'apposita pagina dedicata sul nostro sito web all'indirizzo
3873 Soluzione di tartrato ¢t 3su3 3su3 3su3 3su3 SigmaAldrich.com/techservice.
. " Sedi di M — -
3863 Soluzione di acetato  Jiiiiy 3su3 3su3 3su3 3su3 Cronologia delle revisioni
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GHS3 ematossilina di Gill, Nuclei 3su3 3su3 3su3 3su3

Avvertenze e pericoli

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

387A:

3

H290 Puo essere corrosivo per i metalli.

H302 Nocivo se ingerito.

H314 Provoca gravi ustioni cutanee e gravi lesioni oculari.

H350 Puo provocare il cancro.

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

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

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

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 + P310 IN CASO DI INALAZIONE: trasportare l'infortunato all'aria aperta e mantenerlo
a riposo in posizione che favorisca la respirazione. Contattare immediatamente un CENTRO
ANTIVELENI/un medico.

P305 + P351 + P338 IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare accuratamente con
acqua per parecchi minuti. Togliere le eventuali lenti a contatto se & agevole farlo. Continuare a
sciacquare.

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 C E
europea/Unione europea

Dispositivo medico-diagnostico

Data di scadenza S
in vitro

Limite di temperatura

Data di fabbricazione %
Mandatario in Svizzera

Attenzione

Importatore

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

EN 980 con quella della norma EN ISO 15223-1:2021 per i simboli. Aggiunti recapiti

da contattare in caso di eventi avversi. Eliminato riferimento bibliografico numero 5.
Aggiunta la sezione "Avvertenze e pericoli". Aggiunta informazione per Mandatario in
Svizzera.
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Sigma-Aldrich.

Instrucciones de uso

Kit de fosfatasa acida
leucocitaria (TRAP)

Procedimiento n.° 387

C€ SiGMa

Uso previsto

Los kits de fosfatasa acida leucocitaria Sigma-Aldrich estan pensados como tincidn histoldgica

de uso general en laboratorio. Los reactivos de fosfatasa acida son exclusivamente para “uso
diagndstico in vitro” profesional. Este procedimiento manual, cualitativo e histoquimico detecta la
actividad fosfatasa acida en los leucocitos en sangre, en la médula 6sea o en improntas de tejidos
humanas. La visualizacién histoldgica de la fosfatasa 4cida leucocitaria asociada representa una
técnica Unica en la actualidad y es comUnmente utilizada en medicina.

El uso de fosfatos de naftol AS sustituidos junto con sales de diazonio para la deteccion de la
fosfatasa &cida en los leucocitos humanos fue comunicado por primera vez por Goldberg y Barka.!
El procedimiento de Sigma-Aldrich para la demostracién de esta enzima emplea el fosfato de
naftol AS-BI y la sal Fast Garnet GBC recién diazotizada. Este Gltimo compuesto se selecciond
porque se acopla rapidamente a pH acido, formando depdsitos de colorante muy insolubles.

La mayoria de los procedimientos, incluido el proporcionado por Sigma-Aldrich, emplean sales de
diazonio estables. Se forman haciendo reaccionar una arilamina con nitrito de sodio en un medio
acido.? El cloruro de diazonio resultante (normalmente inestable) puede tratarse entonces con
compuestos como el cloruro de zinc, el sulfato de zinc o el naftaleno-1,6-disulfonato, formando
sales estables. Estos estabilizadores pueden ejercer una marcada inhibicion sobre algunos sistemas
enzimaticos, mientras que los cloruros de diazonio son menos inhibidores.2 Por esta razoén,
Sigma-Aldrich proporciona ahora una solucién estable de base Fast Garnet GBC y nitrito de

sodio para la citoquimica de la fosfatasa acida. Para simplificar ain mas este método, también

se incluye una solucién acuosa estable de fosfato de naftol AS-BI. La disponibilidad de estas
soluciones estables permite a los usuarios ajustar los volimenes de reactivos de trabajo segun las
necesidades, eliminando los residuos.

Segun el procedimiento de Sigma-Aldrich, las ldminas de sangre se incuban en una solucion

que contiene acido fosférico de naftol AS-BI y Fast Garnet GBC recién diazotizado. Las laminas
duplicadas pueden ser tratadas con una solucidn que contiene L(+)-tartrato. El naftol AS-BI,
liberado por hidrdlisis enzimatica, se acopla inmediatamente con el Fast Garnet GBC formando en
los sitios de actividad depositos insolubles de colorante granate. Las células que contienen fosfatasa
4cida sensible al acido tartarico carecen de actividad. Las células mononucleares que contienen
fosfatasa resistente al acido tartarico no se ven afectadas por dicho tratamiento.

Reactivos

Naftol AS-BI, solucién de acido fosférico (N.° de cat. 3871-10ML)
Naftol AS-BI, &cido fosférico, 12,5 mg/ml

Solucién base Fast Garnet GBC (N.° de cat. 3872-10ML)

Base Fast Garnet GBC, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, en &cido clorhidrico 0,4 mol/I con estabilizador.
Peligro. Nocivo en caso de ingestion. Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares
graves. Puede provocar una reaccién cutanea alérgica. Puede provocar cancer.

Solucién de acetato (N.° de cat. 3863-50ML)
Solucion amortiguadora de acetato, 2,5 mol/l, pH 5,2 £ 0,1

Solucién de tartrato (N.° de cat. 3873-10ML)
Soluciéon amortiguadora de L(+)-tartrato, 0,335 mol/l, pH 4,9 £ 0,1. Advertencia. Provoca irritacion
cuténea leve.

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

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

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

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

Material especial necesario pero no suministrado

e Acetona, reactivo ACS

* Formaldehido al 37 %

Almacenamiento y estabilidad

Conservar la soluciéon de hematoxilina a temperatura ambiente (18-26 °C). Proteger de la luz.
La etiqueta del reactivo indica la fecha de caducidad.

Almacenar la solucién de acido fosférico de naftol AS-BI, la solucién base Fast Garnet GBC,
la solucion de acetato, la solucion de tartrato, la solucion de nitrito de sodio y la solucién de
citrato a 2-8 °C.

Almacenar la solucion fijadora en el refrigerador (2-8 °C). Calentar a 18-26 °C antes de usar.
Estable hasta 2 meses, si se almacena bien tapado en el frigorifico. Desechar la solucidn fijadora si
se observa evaporacion y preparar una nueva.

Deterioro

La solucién de acido fosférico de naftol AS-BI, solucidn de tartrato, debe desecharse si se produce
turbidez.

La solucion de citrato es adecuada para su uso en ausencia de crecimiento microbiano.

La solucién de hematoxilina se debe desechar si se vuelve marrén (sobreoxidacion por aire)
o purpura (pérdida de acidez).

Preparacion
Los reactivos se suministran listos para su uso.

Preparar la solucion fijadora combinando 25 ml de solucién de citrato, 65 ml de acetona y 8 ml de
formaldehido al 37 %. Colocar en un frasco de vidrio y tapar bien.

Precauciones

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

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

Procedimiento

Recogida de la muestra

Ningin método de prueba conocido puede ofrecer total garantia de que las muestras de sangre
o tejidos no transmitan infecciones. Por lo tanto, todos los derivados de la sangre o muestras de
tejido deben considerarse potencialmente infecciosos.

Se puede utilizar sangre, laminas de médula dsea, improntas citoldgicas de tejido y preparaciones
para citocentrifuga. El EDTA o la heparina serviran como anticoagulantes. Las laminas de sangre

o de médula 6sea pueden almacenarse fijadas a temperatura ambiente (18-26 °C) durante varias
semanas o sin fijar durante varios dias sin que se produzcan cambios apreciables en la actividad.?
No enviar sangre entera para su analisis en otros laboratorios. Enviar portaobjetos fijados o no
fijados. Los portaobjetos deben mantenerse frescos durante el transporte. Dejar que las laminas se
sequen al menos 1 hora antes de la fijacion.

Notas

El rendimiento de la prueba debe controlarse incluyendo ldminas de sangre preparadas a partir de
una persona sana.

Procedimiento

1. Precalentar suficiente agua desionizada para un dia de uso a 37 °C. Comprobar la temperatura
antes de usarla.

2. Llevar la solucion fijadora a temperatura ambiente (18-26 °C). Fijar los portaobjetos
sumergiéndolos en la solucion fijadora durante 30 segundos. Aclarar a fondo con agua
desionizada. No dejar que los portaobjetos se sequen.

3. En cada uno de los 2 tubos de ensayo, afiadir 0,5 ml de solucién base Fast Garnet GBC y
0,5 ml de solucién de nitrito de sodio. Mezclar por inversion suave durante 30 segundos. Dejar
reposar 2 minutos.

4. Rotular dos vasos de precipitados de 100 ml con Ay B y afiadir lo siguiente al mezclar:

Vaso A Vaso B
Agua desionizada, precalentada a 37 °C 45 ml 45 ml
Solucion de Fast Garnet GBC diazotizado (paso 3) 1,0 ml 1,0 ml
Naftol AS-BI, solucion de fosfato 0,5ml 0,5 ml
Solucion de acetato 2,0 ml 2,0 ml
Solucion de tartrato 1,0 ml

5. Etiquetar los frascos Coplin con Ay By transferir las soluciones de los vasos de precipitados
al frasco Coplin apropiado. Calentar las soluciones en los frascos a 37 °C en un bafio de agua.
Comprobar que la temperatura estd a 37 °C antes de afiadir los portaobjetos.

6. Afadir los portaobjetos a los frascos Coplin e incubar 1 hora en un bafio de agua a 37 °C
protegido de la luz.

7. Después de 1 hora, enjuagar los portaobjetos a fondo en agua desionizada y, a continuacion,
realizar una contratincién durante 2 minutos en solucién de hematoxilina, Gill N.° 3.

8. Aclarar varios minutos en agua alcalina del grifo para azular los nlcleos.

9. Secar al aire y evaluar al microscopio. No se recomiendan los cubreobjetos, ya que el tinte se
desvanece con el tiempo.

Caracteristicas de funcionamiento

Resultados

Por lo general, las laminas de sangre tefiidas se evallian subjetivamente para detectar la presencia
0 ausencia de enzima resistente al tartrato. En ausencia de acido tartarico, la mayor parte de los
leucocitos muestran lugares de actividad granular. Cuando se incuba con tartrato, puede observarse
un granulo ocasional en los linfocitos y en algunos macréfagos especializados.* En los frotis de
sangre, una reaccion positiva se denota por la presencia de mas de dos células con actividad difusa
e intensa, es decir, mas de 40 granulos.* Para evaluar la tincion de Golgi, caracteristica de los
linfocitos derivados del timo (linfocitos T), se recomienda el procedimiento n.° 181 de
Sigma-Aldrich.

La actividad de la fosfatasa acida aparece como granulos de color purpura a rojo oscuro en el
citoplasma de la mayoria de los leucocitos.

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

Caracteristicas de funcionamiento analitico

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

N.°de Descripcion del Objetivo pecificidad ibilidad pecificidad ibilidad
cat. producto intraensayo intraensayo interensayo interensayo
Solucion de acido
3871  fosforico de naftol  -u93res de 3de3 3de3 3de3 3de3
B-BI actividad
Solucién base Fast Lugares de
3872 Garnet GBC actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
) Lugares de
3873  Solucidn de tartrato actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
” Lugares de
3863  Solucién de acetato actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
Solucion de nitrito  Lugares de
914 de sodio actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
” . Lugares de
915 Solucion de citrato actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
Solucién de
GHS3 hematoxilina Gill Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3
n.°3
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Advertencias y peligros

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

387A:

H290 Puede ser corrosivo para los metales.

H302 Nocivo en caso de ingestion.

H314 Provoca graves quemaduras en la piel y lesiones oculares.
H350 Puede provocar cancer.

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

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

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

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

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

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

N Fabricante NUmero de catdlogo

Consultar instrucciones de uso Cddigo de lote

Declaracion UE de conformidad
Representante autorizado en la c E (definida en el Reglamento (UE)
Comunidad Europea/Unién Europea 2017/746 sobre los productos

sanitarios para diagndstico in vitro)

Dispositivo médico de diagndstico

Fecha de caducidad S
in vitro

Limite de temperatura Precaucion

Fecha de fabricacion Importador

&> 3

Representante autorizado en Suiza

Referencias
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Informacion de contacto
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Brugsanvisning

Sur fosfatase-saet (TRAP)
til leukocytter

Procedure nr. 387

C€ SiGMa

Tilsigtet brug

Sigma-Aldrich sur fosfatase-saet er beregnet som en histologisk farvning til almindelig
laboratoriebrug. Acid Phosphatase reagenser er udelukkende beregnet til professionel "in vitro-
diagnostisk brug". Denne manuelle, kvalitative, histokemiske procedure paviser sur fosfatase-
aktivitet i leukocytter i blod, knoglemarv eller vaevsbergringspraeparater fra mennesker.
Histologisk visualisering af leukocyt-associeret sur fosfatase er en unik teknik, som aktuelt finder
bred anvendelse p& det medicinske omrade.

Brug af substituerede naphthol-AS-fosfater sammen med diazoniumsalte til pavisning af sur
fosfatase i humane leukocytter blev forst rapporteret af Goldberg og Barka.! Sigma-Aldrich-
proceduren til pavisning af dette enzym benytter naphthol-AS-BI-fosfat og nyligt diazoteret Fast
Garnet GBC-salt. Sidstnaevnte forbindelse blev valgt, fordi den kobler hurtigt ved sur pH og danner
meget tungtoplgselige farveaflejringer.

De fleste procedurer, inklusive den, der leveres af Sigma-Aldrich, anvender stabile diazoniumsalte.
Disse dannes ved at lade en arylamin reagere med natriumnitrit i et surt medium.? Det resulterende
diazoniumklorid (normalt ustabilt) kan derefter behandles med forbindelser sdsom zinkklorid,
zinksulfat eller naphthalen-1,6-disulfonat, hvorved der dannes stabile salte. Disse stabilisatorer

kan udgve en markant haemning pd visse enzymatiske systemer, hvorimod diazoniumkloriderne er
mindre haemmende.? Af denne grund leverer Sigma-Aldrich nu en stabil oplgsning af Fast Garnet
GBC-base og natriumnitrit til sur fosfatase-cytokemi. For at forenkle denne metode yderligere er
der ogsa inkluderet en stabil vandig oplgsning af naphthol-AS-BI-fosfat. Tilgaengeligheden af disse
stabile oplgsninger giver brugerne mulighed for at justere arbejdsreagensvolumenen efter behov,
hvilket eliminerer spild.

Ifglge Sigma-Aldrich-proceduren inkuberes blodfilm i en oplgsning indeholdende naphthol-AS-BI-
fosforsyre og nyligt diazoteret Fast Garnet GBC. Duplikatfilm kan behandles med en oplgsning, der
indeholder L(+)-tartrat. Naphthol-AS-BI, som frigives ved enzymatisk hydrolyse, kobles gjeblikkeligt
med Fast Garnet GBC og danner uoplgselige redbrune farveaflejringer pa aktivitetsstederne. Celler,
der indeholder vinsyrefglsom sur fosfatase, er blottet for aktivitet. De mononuklezere celler, der
indeholder vinsyre-resistent fosfatase, pavirkes ikke af en s&dan behandling.

Reagenser
Naphthol-AS-BI-fosforsyreoplgsning (kat.nr. 3871-10ML)
Naphthol-AS-BI-fosforsyre, 12,5 mg/ml.

Fast Garnet GBC-baseoplgsning(kat.nr. 3872-10ML)

Fast Garnet GBC-base, 7,0 mg/ml, CI 11160, i 0,4 mol/l saltsyre med stabilisator. Fare. Farlig
ved indtagelse. For&rsager sveere zetsninger af huden og gjenskader. Kan fordrsage allergisk
hudreaktion. Kan fremkalde kreeft.

Acetatoplgsning (kat.nr. 3863-50ML)
Acetatbuffer, 2,5 mol/l, pH 5,2 £0,1.

Tartratoplgsning (kat.nr. 3873-10ML)
L(+)-tartratbuffer, 0,335 mol/l, pH 4,9 £0,1. Advarsel. Forarsager mild hudirritation.

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

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

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

Haematoxylin, certificeret, 6,0 g/I, CI 75290 natriumiodat, 0,6 g/I, aluminiumsulfat, 52,8 g/l og
stabilisatorer. Fare. Farlig ved indtagelse. Forarsager alvorlig gjenskade. Baer beskyttelseshandsker/
ojenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

Szerlige materialer, som er pdkraevede, men ikke medfglger
e Acetone, ACS-reagens

e Formaldehyd, 37 %

Opbevaring og stabilitet

Opbevar haematoxylinoplgsning ved stuetemperatur (18-26 °C). Skal beskyttes mod lys.
Reagensmeerkaten er forsynet med udlgbsdato.

Opbevar naphthol-AS-BI-fosforsyreoplgsning, Fast Garnet GBC-baseoplgsning, acetatoplgsning,
tartratoplgsning, natriumnitritoplgsning og citratoplgsning ved 2-8 °C.

Opbevar fiksativoplgsning pé kgl (2-8 °C). Opvarm til 18-26 °C fgr brug. Stabil i op til 2 maneder
ved teet tillukket opbevaring i kgleskab. Bortskaf fiksativoplgsningen, hvis der konstateres
fordampning, og tilbered en frisk oplgsning.

Forringelse
Naphthol-AS-BI-fosforsyreoplgsning og tartratoplgsning skal kasseres, hvis der udvikles uklarhed.
Citratoplgsning er egnet til brug ved fraveer af mikrobiel vaekst.

Haematoxylinoplgsning skal kasseres, hvis den bliver brun (overoxideret p& grund af luft) eller lilla
(tab af surhed).

Forberedelse

Reagenserne leveres klar til brug.

Forbered fiksativoplgsningen ved at kombinere 25 ml citratoplgsning, 65 ml acetone og 8 ml 37 %
formaldehyd. Anbring i en glasflaske, og stram I3get godt til.

Forsigtighedsregler

Disse IVD'er 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
prover, bruge mikroskoper og andet laboratorieudstyr og har en farveopfattelse og synsstyrke, som
ggr dem i stand til at skelne mellem farver og andre genstande under et mikroskop.

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

Procedure

Prgveindsamling

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

Der kan anvendes blod, knoglemarvsfilm, vaevsbergringspraeparater og cytocentrifugepraeparater.
Enten EDTA eller heparin vil fungere som antikoagulans. Blod- eller knoglemarvsfilm kan opbevares
fikseret ved stuetemperatur (18-26 °C) i flere uger eller ufikseret i flere dage uden naevneveerdig
aendring i aktivitet.> Send ikke fuldblod til analyse i andre laboratorier. Send fikserede eller
ufikserede objektglas. Objektglassene skal opbevares kgligt under transport. Lad film tgrre i mindst
1 time for fiksering.

Bemaerkninger
Testens ydeevne skal overvges ved at inkludere blodfilm, der er fremstillet ud fra en rask person.

Procedure
1. Forvarm tilstraekkeligt demineraliseret vand til en dags brug til 37 °C. Kontrollér temperaturen
inden brug.

2. Bring fiksativoplgsningen til stuetemperatur (18-26 °C). Fikser objektglassene ved at
nedsaenke dem i fiksativoplgsning i 30 sekunder. Skyl grundigt i demineraliseret vand.
Lad ikke objektglassene tgrre.

3. Tilsaet 0,5 ml Fast Garnet GBC-baseoplgsning og 0,5 ml natriumnitritoplgsning til hvert af de
2 reagensglas. Bland ved forsigtig inversion i 30 sekunder. Lad std i 2 minutter.

4. Meerk to 100 ml-baegerglas A og B, og tilset folgende, mens der blandes:

Bagerglas A Bagerglas B

Demineraliseret vand, der er forvarmet til 37 °C 45 ml 45 ml
Diazoteret Fast Garnet GBC-oplgsning (trin 3) 1,0 ml 1,0 ml
Naphthol-AS-BI-fosfatoplgsning 0,5 mi 0,5 ml
Acetatoplgsning 2,0 ml 2,0 ml

Tartratoplgsning 1,0 ml

5. Maerk Coplin-skéle A og B, og overfgr oplgsningerne fra baegerglassene til passende
Coplin-skdle. Opvarm oplgsninger i skdle til 37 °C i vandbad. Kontrollér, at temperaturen
er pé 37 °C, for objektglassene tilfajes.

6. Anbring objektglassene i Coplin-skdle, og inkuber 1 time i et 37 °C vandbad beskyttet mod lys.

7. Efter 1 time skylles objektglassene grundigt i demineraliseret vand, hvorefter de
kontrastfarves i 2 minutter i haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3.

8. Skyl i flere minutter i basisk postevand for at bldne kernerne.

9. Luftter og evaluer mikroskopisk. Brug af daekglas frarddes, da farvestoffet falmer med tiden.

Praestationskarakteristika

Resultater

Farvede blodfilm evalueres saedvanligvis subjektivt for tilstedeveerelse eller fraveer af tartrat-
resistent enzym. Ved fraveer af vinsyre udviser de fleste leukocytter granulzere aktivitetssteder.
Nar der inkuberes med tartrat, kan en lejlighedsvis granulum observeres i lymfocytter og visse
specialiserede makrofager.* I blodudstrygninger er en positiv reaktion angivet ved tilstedevaerelsen
af mere end to celler med diffus og intens aktivitet, dvs. mere end 40 granula.* For at evaluere
Golgi-farvning, der er karakteristisk for thymus-afledte lymfocytter (T-celler), anbefales
Sigma-Aldrich-procedure nr. 181.

Acic Phosphatase aktivitet fremstar som lilla til mgrkergde granula i cytoplasmaet i de fleste leukocytter.
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 udfert p8 alle malstrukturer, bekraefter
100 % sensitivitet, specificitet og repeterbarhed.

Kat. Produkt- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. beskrivelse inden for inden for mellem mellem
analyse analyse analyser analyser
Aktivi-
Naphthol-AS-BI- _
3871 fosforsyreoplgsning tet(;s::e 3af 3 3af3 3af3 3af3
Aktivi-
Fast Garnet GBC-
3872 baseoplosning tet;es:e— 3af 3 3af3 3af3 3af3
Aktivi-
3873 Tartratoplgsning tetsste- 3af 3 3af3 3af3 3af3
der
Aktivi-
3863 Acetatoplgsning tetsste- 3af 3 3af3 3af3 3af 3
der
. o Aktivi-
914 Natriumnitrit- - yorogte-  3af 3 3af3 3af3 3af3
oplgsning der
Aktivi-
915 Citratoplgsning tetsste- 3af 3 3af3 3af3 3af 3
der
GHs3 _ M@matoxylin- e 3563 3af3 3af3 3af3

oplgsning, Gill nr. 3

Advarsler og farer



2-DK

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

387A:

H290 Kan aetse metaller.

H302 Farlig ved indtagelse.

H314 Fordrsager svaere aetsninger af huden og gjenskader.

H350 Kan fremkalde kreeft.

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

P202 Anvend ikke produktet, fgr alle advarsler er lzest og forstdet.

P280 Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

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

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

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

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

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

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

Producent Katalognummer

Se brugsanvisningen Batchkode

Autoriseret repraesentant i
Det Europzeiske Feellesskab/ c E
Den Europaeiske Union

Den Europeeiske Unions
overensstemmelseserklaering
(defineret i IVDR 2017/746)

Sidste anvendelsesdato Medicinsk udstyr til in vitro-

g diagnostik
,ﬂ’ Temperaturgraense Forsigtig
& Fremstillingsdato Importgr

Angiver autoriseret repraesentant
i Schweiz

Referencer
1. Goldberg AF, Barka T: Acid phosphatase activity in human blood cells. Nature 189:297 1962

2. Burstone MS: In Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic

Press, New York, 1962, pp 88-113

3. Janckila A, Li CY, et al: The Cytochemistry of the Tartrate-Resistant Acid Phosphatase - Technical

considerations. Am J Clin Pathol 70:45, 1978

4. Sun T: Atlas of Cytochemistry and Immunochemistry of Hematologic Neoplasms. American Society

of Clinical Pathologists Press, Chicago, 1985, pp 28, 119
Kontaktoplysninger
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Bruksanvisning

Leukocytsyrafosfatas-sats
(TRAP)

Forfarande nr. 387

[vo] Cé€

Avsedd anvandning

Sigma-Aldrich syrafosfatas-satser ér avsedda som histologisk fargning for allman
laboratorieanvandning. Syrafosfatas-reagenser &r endast avsedda for professionell “in vitro-
diagnostisk anvandning”. Det har manuella, kvalitativa och histokemiska férfarandet pavisar
syrafosfatas-aktivitet i leukocyter i ménskligt blod, benmérg och beréringspreparat fér vavnader.
Histologisk visualisering av leukocyt associerad med syrafosfatas ar en unik teknik som for
narvarande ofta anvands inom medicinska omrdden.

Anvéndning av substituerade naftol-AS-fosfater i kombination med diazoniumsalter for detektion av
surt fosfatas i leukocyter fr&n manniska rapporterades forst av Goldberg och Barka.! Sigma-Aldrich-
forfarandet for att pavisa detta enzym anvander naftol-AS-BI-fosfat och nyligen diazotiserat Fast
Garnet GBC-salt. Den sistnamnda féreningen valdes eftersom den kopplas snabbt vid surt pH och
bildar mycket ol6sliga féargavlagringar.

De flesta férfaranden, inklusive det som tillhandahalls av Sigma-Aldrich, anvander stabila
diazoniumsalter. Dessa bildas genom att reagera en arylamin med natriumnitrit i ett surt medium.?
Den resulterande diazoniumkloriden (vanligtvis instabil) kan sedan behandlas med féreningar som
zinkklorid, zinksulfat eller naftalen-1,6- disulfonat, vilket bildar stabila salter. Dessa stabilisatorer
kan utéva markant hamning pd vissa enzymsystem, medan diazoniumkloriderna ar mindre
hammande.2 Av denna anledning tillhandahgller Sigma-Aldrich nu en stabil I6sning av Fast Garnet
GBC-bas och natriumnitrit for surt fosfatascytokemi. For att ytterligare férenkla denna metod ingér
ocksd en stabil vattenlosning av naftol-AS-Bl-fosfat. Tillgangligheten av dessa stabila I6sningar gér
att anvéndare kan justera de verksamma reagensvolymerna efter behov, vilket eliminerar spill.

Enligt Sigma-Aldrich-forfarandet inkuberas blodfilmer i en 16sning som inneh3ller naftol-AS-BI-
fosforsyra och nyligen diazotiserad Fast Garnet GBC. Duplikatfilmer behandlas med en [6sning
som innehaller L(+)-tartrat. Naftol-AS-BI, frisatt genom enzymatisk hydrolys, kopplas omedelbart
till Fast Garnet GBC som bildar ol6sliga rodbruna fargavlagringar vid aktivitetsstallen. Celler som
innehaller vinsyrakansligt surt fosfatas saknar aktivitet. De mononukleéra celler som innehaller
vinsyraresistent fosfatas p&verkas inte av sddan behandling.

Reagenser
Naftol-AS-BI-fosforsyralosning (kat.-nr. 3871-10ML)
Naftol-AS-BI-fosforsyra, 12,5 mg/ml

Fast Garnet GBC-baslosning (kat.-nr. 3872-10ML)

Fast Garnet GBC-bas, 7,0 mg/ml, CI 11160, i 0,4 mol/| saltsyra med stabiliseringsmedel. Fara.
Skadligt vid fortaring. Orsakar allvarliga brannskador pd huden samt 6gonskador. Kan orsaka en
allergisk hudreaktion. Kan orsaka cancer.

Acetatlosning (kat.-nr. 3863-50ML)
Acetatbuffert, 2,5 mol/l, pH 5,2 £ 0,1

Tartratlosning (kat.-nr. 3873-10ML)
L(+)-tartratbuffert, 0,335 mol/l, pH 4,9 £ 0,1. Varning. Orsakar lindrig hudirritation.

Natriumnitritlosning (kat.-nr. 914-10ML)
Natriumnitrit, 0,1 mol/|

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

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

Hematoxylin, certifierad, 6,0 g/I, C.I. 75290, natriumjodat, 0,6 g/I, aluminiumsulfat, 52,8 g/I
och stabiliseringsmedel. Fara. Skadligt vid fortaring. Orsakar allvarliga 6gonskador. Anvand
skyddshandskar/skyddsglasdgon/ansiktsskydd.

Sarskilt materiel som kravs men inte tillhandahalls

e Aceton, ACS-reagens
e Formaldehyd 37 %

Férvaring och hallbarhet

Férvara hematoxylinlésningen i rumstemperatur (18-26 °C). Skydda frén ljus. Utgdngsdatum finns
pa reagensmarkningen.

Foérvara naftol-AS-BI-fosforsyralésning, Fast Garnet GBC-baslosning, acetatlésning, tartratlésning,
natriumnitritlésning och citratldsning vid 2-8 °C.

Forvara fixeringslosning i kylsk:?ap (2-8 °C). Varm till 18-26 °C fore anvandning. Stabil i upp till
2 mé&nader om den forvaras med tatt lock i kylskap. Kassera fixeringslosning om avdunstning
noteras och férbered farsk.

Férsamring
Naftol-AS-BI-fosforsyraldsning, tartratlésning bor kasseras om grumlighet utvecklas.
Citratlésning &r lamplig for anvandning i frénvaro av mikrobiell tillvaxt.

Hematoxylinlésningen ska kasseras om den blir brun (éveroxiderad av luft) eller lila (minskad surhet).

Beredning
Reagenser tillhandahélls redo att anvandas.

Forbered fixeringslosning genom att kombinera 25 ml citratlésning, 65 ml aceton och 8 ml
formaldehyd (37 %). Hall i glasflaska och tillslut tatt.

Forsiktighetsatgarder

Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik &r avsedda att anvéndas i klinisk
laboratoriemiljo. Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik ar endast avsedda

att anvandas av kvalificerad personal. Medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik frén
Sigma-Aldrich far anvandas av laboratoriepersonal som &r utbildad i hantering av humanprover som
kan vara smittsamma, anvéndning av mikroskop och annan laboratorieutrustning samt har tillrackligt
bra fargseende och synskérpa for att kunna urskilja farger och andra foremal under mikroskop.

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

Forfarande

Provtagning

Inga kanda testmetoder kan erbjuda fullstandig garanti for att inte smitta dverférs genom
blodprover eller vdavnad. Darfér méste alla blodderivat och vavnadsprover betraktas som potentiellt
smittsamma.

Blod, benmargsfilmer, beréringspreparat for vavnad och cytocentrifugpreparat kan anvéndas.
Antingen EDTA eller heparin fungerar som antikoagulantia. Blod- eller benmargsfilmer kan férvaras
fixerade i rumstemperatur (18-26 °C) i flera veckor eller ofixerade i flera dagar utan namnvard
forédndring i aktivitet.> Skicka inte helblod for analys vid andra laboratorier. Skicka fixerade eller
ofixerade objektglas. Objektglasen ska forvaras svalt under transporten. Lt filmerna torka minst 1
timme fore fixering.

Anmarkningar
Testprestanda bor vervakas genom att inkludera blodfilmer framstallda fré&n en frisk individ.

Forfarande

1. Forvarm tillrdckligt med avjoniserat vatten for en dags anvandning till 37 °C. Kontrollera
temperaturen fére anvandning.

2. L&t fixeringslésningen f& rumstemperatur (18-26 °C). Fixera objektglasen genom att doppa
i fixeringslésning i 30 sekunder. Skolj ordentligt i avjoniserat vatten. L&t inte objektglasen
torka.

3. Till vart och ett av tva provrér tillsétt 0,5 ml Fast Garnet GBC-basldsning och 0,5 ml
natriumnitritlésning. Blanda genom att vénda forsiktigt i 30 sekunder. L&t st8 i 2 minuter.

4. Mark tvd 100 mi-bagare A och B och tillsatt fljande under blandning:

Bagare A Bdgare B
Avjoniserat vatten forvarmt till 37 °C 45 ml 45 ml
Diazotiserad Fast Garnet GBC-16sning (steg 3) 1,0 ml 1,0 ml
Naftol-AS-BI-fosfatlésning 0,5 ml 0,5 ml
Acetatlosning 2,0 ml 2,0 ml
Tartratlésning _ 1,0 ml

5. Mark Coplin-burkarna A och B och 6verfor [osningar fran bagare till lamplig Coplin-burk. Varm
l6sningar i burkar till 37 °C i vattenbad. Kontrollera att temperaturen &r 37 °C innan du lagger
till objektglas.

6. Lagg till objektglas till Coplin-burkar och inkubera i 1 timme i ett 37 °C vattenbad skyddat fran ljus.

7. Skolj objektglasen noggrant i avjoniserat vatten i 1 timme, motférga sedan tvd minuter i
hematoxylinlésning, Gill nr. 3.

8. Skolj flera minuter i alkaliskt kranvatten till bl& karnor.

9. Lufttorka och utvérdera mikroskopiskt. Tackglas rekommenderas inte eftersom fargen bleknar
med tiden.

Prestandaegenskaper

Resultat

Fargade blodutstryk utvarderas subjektivt med avseende pad forekomst eller frénvaro av tartrat-
resistent enzym. I frénvaro av vinsyra uppvisar de flesta leukocyter granulara aktivitetsstallen. Vid
inkubation med tartrat kan ett och annat granulat observeras i lymfocyter och vissa specialiserade
makrofager.* I blodutstryk betecknas en positiv reaktion med narvaron av mer an tva celler med
diffus och intensiv aktivitet, dvs. mer &n 40 granulat.* For att utvérdera Golgi-fargning, som ar
karakteristisk for tymuslymfocyter (T-celler), rekommenderas Sigma-Aldrichs férfarande nr 181.

Surt fosfatasaktivitet upptrader som lila till mérkréda granulat i cytoplasman hos de flesta
leukocyter.

Kontakta teknisk service p& Sigma-Aldrich for hjalp ifall resultaten som observeras avviker fr@n de
forvantade resultaten.

Analytiska prestandaegenskaper

De analytiska prestandaresultaten for de givna testerna utforda p& alla malstrukturer bekréaftar
100 % sensitivitet, specificitet och repeterbarhet.

Kat.- Produktbeskriv- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. ning inom inom mellan mellan
analys analys analyser analyser
Naftol-AS-BI- Aktivitets-
3871 fosforsyralosning stallen 3av3 3av3 3av3 3av3
Fast Garnet Aktivitets-
3872 GBC-basldsning stallen 3av3 3av3 3av3 3av3
3873 Tartratlésning Aktivitets- 3av3 3av3 3av3 3av3
stallen
3863 Acetatlésning Akstti;_/lilt:rﬁs— 3av3 3av3 3av3 3av3
Natriumnitritlés-  Aktivitets-
914 ning stillen 3av3 3av3 3av3 3av3
915 Citratlosning Al;ttiglilt:rﬁs" 3av3 3av3 3av3 3av3
GHs3  Hematoxylinlos- s, 3av3 3av3 3av3 3av3

ning, Gill nr. 3

Varningar och faror

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



H290 Kan vara fratande p& metaller.

H302 Skadligt vid fértaring.

H314 Orsakar allvarliga brannskador p& huden samt 6gonskador.

H350 Kan orsaka cancer.

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

P280 Anvéand skyddshandskar/skyddskl&der/skyddsglaségon/ansiktsskydd.

P301 + P312 VID FORTARING: Ring en GIFTINFORMATIONSCENTRAL/lakare om du mar d&ligt.

P303 + P361 + P353 VID HUDKONTAKT (eller h8r): Ta omedelbart av alla kontaminerade klader.
Skélj huden med vatten.

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

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

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

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

‘ Tillverkare
[E Se bruksanvisningen Batchkod

Katalognummer

EU-forsakran om
overensstdmmelse (definieras i
IVDR 2017/746)

Auktoriserad representant i

Europeiska gemenskapen/ C

Europeiska unionen

Medicinteknisk produkt for in vitro-

REF
LOT
€
Utgangsdatum diagnostik
A

Forsiktighet

<
,ﬂ’ Temperaturgréns
il

Tillverkningsdatum Importor

Anger den auktoriserade
representanten i Schweiz
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Kontaktuppgifter

Fér att gora en bestallning beséker du v8r webbplats p8 SigmaAldrich.com. Fér teknisk service besoker
du sidan for teknisk service p& var 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”. Reviderat
"Avsedd anvandning” sd att det motsvarar riktlinjerna for IVDR. Uppdaterat
"Materialsékerhetsdatablad” till “Sékerhetsdatablad”. Uppdaterat kontaktuppgifterna.
Tagit bort anvisningen om att CLSI ska foljas vid provtagning. Tagit bort EN 980 och
andrat till EN ISO 15223-1:2021 fér symbolerna. Lagt till kontaktuppgifter for negativa
handelser. Referens nummer 5 togs bort. Lagt till varningar och faror.

Lagt till information om representant i Schweiz.
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Sigma-Aldrich.

Instrugdes de utilizagdo

Kit de fosfatase acida de
leucdcitos (TRAP)

Procedimento N.© 387

C€ SiGMa

Utilizagdo prevista

Os kits de fosfatase acida da Sigma-Aldrich destinam-se a ser utilizados como corantes histoldgicos
para uso geral em laboratério. Os reagentes de fosfatase acida destinam-se somente a “Utilizagdo
para diagnostico in vitro” por profissionais. Este procedimento histoquimico, qualitativo e manual,
destina-se a demonstrar atividade de fosfatase acida em leucdcitos de sangue humano, peliculas
de medula dssea e preparagdes por contacto de tecido. A visualizagdo histoldgica da fosfatase acida
leucocitaria é uma técnica Gnica atualmente utilizada em medicina.

A utilizagdo de fosfatos de naftol AS substituidos em conjunto com sais de diazonio na detegdo de
fosfatase acida em leucécitos humanos foi relatada pela primeira vez por Goldberg e Barka.!

O procedimento da Sigma-Aldrich para demonstrar esta enzima utiliza Fosfato de naftol AS-BI e Sal
de Granada rapida GBC recentemente diazotizado. O ultimo composto foi selecionado porque se
acopla rapidamente a pH &cido, formando depésitos de corantes altamente insoltveis.

A maioria dos procedimentos, incluindo o fornecido pela Sigma-Aldrich, emprega sais de diazénio
estaveis. Estes sdo formados pela reagdo de uma arilamina com nitrito de sddio num meio acido.?
O cloreto de diazdnio resultante (geralmente instavel) pode ser entdo tratado com compostos,
tais como cloreto de zinco, sulfato de zinco ou naftaleno-1,6-dissulfonato, formando sais estaveis.
Estes estabilizadores podem exercer uma inibigdo acentuada sobre alguns sistemas enzimaticos,
ao passo que os cloretos de diazénio sdo menos inibitérios.2 Por este motivo, a Sigma-Aldrich
fornece agora uma solugdo estavel de Base granada rapida GBC e Nitrito de sddio para citoquimica
de fosfatase acida. Para simplificar ainda mais este método, esta também incluida uma solugéo
aquosa estavel de fosfato de naftol AS-BI. A disponibilidade destas solugdes estaveis permite

aos utilizadores ajustar os volumes de reagentes de trabalho de acordo com as necessidades,
eliminando desperdicios.

De acordo com o procedimento da Sigma-Aldrich, as peliculas de sangue s&o incubadas numa
solugdo contendo Acido fosférico de naftol AS-BI e Granada rapida GBC recentemente diazotizada.
As peliculas duplicadas podem ser tratadas com uma solugdo contendo L(+) tartarato. O Naftol
AS-BI, libertado por hidrélise enzimatica, acopla-se imediatamente a Granada rapida GBC formando
depdsitos insollveis de corante castanho nos locais de atividade. As células que contém fosfatase
acida sensivel ao acido tartarico sdo desprovidas de atividade. As células mononucleares que
contém fosfatase resistente ao acido tartarico ndo sdo afetadas por tal tratamento.

Reagentes

Solugio de Acido fosférico de naftol AS-BI (N.° de cat. 3871-10ML)
Acido fosférico de naftol AS-BI, 12,5 mg/ml

Solugéo de Base granada rapida GBC (N.° de cat. 3872-10ML)

Base granada rapida GBC, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, em 0,4 mol/I de &cido cloridrico com
estabilizador. Perigo. Nocivo por ingestdo. Provoca queimaduras cutdneas graves e lesdes oculares.
Pode provocar uma reagdo alérgica cutanea. Pode causar cancro.

Solugéo de Acetato (N.° de cat. 3863-50ML)
Tampdo de acetato, 2,5 mol/l, pH 5,2 £ 0,1

Solugdo de Tartarato (N.° de cat. 3873-10ML)
Tampdo de L(+) tartarato, 0,335 mol/l, pH 4,9 £ 0,1. Aviso. Provoca irritagdo cutdnea ligeira.

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

Solugéo de Citrato (N.° de cat. 915-50ML)
Acido citrico, 18 mmol/I, citrato de sédio, 9 mmol/l, cloreto de sdédio, 12 mmol/I e tensioativo,
pH3,6 £0,1

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

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

Materiais especiais necessarios mas ndo fornecidos

e Acetona, Reagente ACS

e Formaldeido, 37%

Conservacgao e estabilidade

Conservar a Solugdo de Hematoxilina a temperatura ambiente (18-26 °C). Proteger da luz.
A etiqueta do reagente tem a data de validade.

Conservar a Solugdo de Acido fosférico de naftol AS-BI, Solucdo de Base granada rapida GBC,
Solugdo de Acetato, Solugdo de Tartarato, Solug&o de Nitrito de sédio e Solugdo de Citrato a uma
temperatura de 2-8 °C.

Conservar a Solugdo fixadora refrigerada (2-8 °C). Aquecer até 18-26 °C antes de utilizar. Estavel
durante até 2 meses. se conservado firmemente tapado no frigorifico. Eliminar a Solugdo fixadora
se observar a evaporagdo e preparar fresco.

Deterioragao

A Solugdo de Acido fosférico de naftol AS-BI e a Solugdo de Tartarato devem ser eliminadas se
surgir turbidez.

A Solugdo de Citrato é adequada para uso na auséncia de crescimento microbiano.

A Solugdo de Hematoxilina deve ser eliminada se a solugdo ficar castanha (excesso de oxidagdo
devido ao ar) ou roxa (perda de acidez).

Preparagdo
Os reagentes sdo fornecidos prontos a utilizar.

Preparar a Solugéo fixadora combinando 25 ml de Solugdo de Citrato, 65 ml de Acetona e 8 ml de
Formaldeido a 37%. Colocar em frasco de vidro e tapar firmemente.

Precaugdes

Estes DIV destinam-se a utilizagdo para diagndstico in vitro num ambiente de laboratdrio clinico.
Estes DIV destinam-se apenas a utilizagdo profissional por pessoal qualificado. Os DIV da
Sigma-Aldrich podem ser utilizados por técnicos de laboratdrio com formagdo no manuseamento
de amostras humanas potencialmente infecciosas e na utilizagdo de microscépios e outros
equipamentos laboratoriais e com percegdo cromatica e acuidade visual para distinguir cores e
outros objetos ao 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 infegGes. Por conseguinte, todos os derivados de sangue ou
amostras de tecido devem ser considerados potencialmente infecciosos.

E possivel utilizar sangue, peliculas de medula 6ssea, preparagdes por contacto de tecido e
citocentrifuga. A EDTA ou a heparina atuardo como anticoagulantes. As peliculas de sangue ou
medula dssea podem ser conservadas fixadas a temperatura ambiente (18-26 °C) durante vérias
semanas ou ndo fixadas durante varios dias sem alteragdo apreciavel da atividade.? Ndo expedir
sangue total para ensaio noutros laboratérios. Enviar laminas fixadas ou ndo fixadas. As laminas
devem ser mantidos refrigeradas em transito. Permitir que as peliculas sequem durante, pelo
menos, 1 hora antes da fixagao.

Notas

O desempenho do teste deve ser monitorizado incluindo peliculas de sangue preparadas a partir de
um individuo saudavel.

Procedimento

1. Pré-aquecer, até uma temperatura de 37 °C, dgua desionizada suficiente para utilizar durante
um dia. Verificar a temperatura antes de usar.

2. Levar a Solugéo fixadora a temperatura ambiente (18-26 °C). Fixar as laminas
submergindo-as em Solugdo fixadora durante 30 segundos. Enxaguar cuidadosamente com
agua desionizada. Ndo permitir que as ldaminas sequem.

3. A cada um dos 2 tubos de ensaio, adicionar 0,5 ml de Solugdo de Base granada rapida GBC
e 0,5 ml de Solugdo de Nitrito de sédio. Misturar por inversdo suave durante 30 segundos.
Deixar repousar durante 2 minutos.

4. Rotular dois copos A e B de 100 ml e adicionar o seguinte enquanto mistura:

Copo A Copo B
Agua desionizada, pré-aquecida até 37 °C 45 ml 45 ml
Solugdo de Granada rapida GBC diazotizada (Passo 3) 1,0 ml 1,0 ml
Solugdo de Fosfato de naftol AS-BI 0,5 ml 0,5 ml
Solugdo de Acetato 2,0 ml 2,0 ml
Solugdo de Tartarato _ 1,0 ml

5. Rotular jarras de Coplin A e B e transferir solugdes de copos para jarras de Coplin apropriadas.
Num banho-maria, aquecer as solugdes em jarras a uma temperatura de 37 °C. Verificar se a
temperatura esta a 37 °C antes de adicionar as laminas.

6. Adicionar as laminas a jarras de Coplin e incubar durante 1 hora num banho-maria a
37 °C protegidas da luz.

7. Apds 1 hora, enxaguar cuidadosamente as laminas com agua desionizada e, em seguida,
efetuar a contracoloragdo durante 2 minutos com Solugdo de Hematoxilina, Gill N.° 3.

8. Enxaguar durante varios minutos em agua da torneira alcalina até aos nucleos azuis.

9. Deixar secar ao ar e avaliar microscopicamente. Ndo se recomenda a utilizagdo de lamelas,
visto que o corante se desbota ao longo do tempo.

Caracteristicas do desempenho

Resultados

Normalmente, as peliculas de sangue coradas sdo avaliadas subjetivamente quanto a presenga

ou auséncia de enzimas resistentes a tartarato. Na auséncia de acido tartarico, a maioria dos
leucécitos demonstra locais de atividade granulares. Quando incubado com tartarato, podera
observar um granulo ocasional em linfécitos e alguns macréfagos especializados.4 Nos esfregagos
de sangue, uma reagdo positiva é denotada pela presenca de mais de duas células com atividade
difusa e intensa, ou seja, mais de 40 granulos.*Para avaliar a coloragdo de Golgi, caracteristica dos
linfdcitos derivados do timo (células T), recomenda-se o Procedimento N.° 181 da Sigma-Aldrich.

A atividade da fosfatase acida aparece sob a forma de grénulos roxos a vermelhos escuros no
citoplasma da maioria dos leucdcitos.

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

Caracteristicas do desempenho analitico

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

N.° de Descrigdo do Alvo Especificidade Sensibilidade Especificidade Sensibilidade
cat. produto intraensaio intraensaio interensaio interensaio
Solugdo de Acido Locais de
3871 fosférico de atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
naftol AS-BI

Solugdo de Base Locais de

3872 granada rapida GBC atividade 3de3 3de3 3de3 3de3

3873 Solugio de Tartarato -0C3IS de 3de3 3de3 3de3 3de3
atividade

3863  Solugdo de Acetato  -0¢2iS de 3de3 3de3 3de3 3de3
atividade

914  Solucdo de Nitrito  Locais de 3de3 3de3 3de3 3de3
de sodio atividade

915  Solucdo de Citrato  -0¢3is de 3de3 3de3 3de3 3de3
atividade

Solugéo de
GHS3 Hematoxilina, Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3
Gill n.0 3




2-PT

Avisos e Perigos

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

387A:

H290 Pode ser corrosivo para os metais.

H302 Nocivo por ingestdo.

H314 Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves.

H350 Pode provocar cancro.

H373 Pode afetar os 6rgdos (Rins) apds exposigdo prolongada ou repetida em caso de ingest&o.
P202 Nao manuseie o produto antes de ter lido e percebido todas as precaugdes de seguranga.
P280 Usar luvas de protegdo/vestuario de protegdo/protegdo ocular/protegdo facial.

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

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

P304 + P340 + P310 EM CASO DE INALAGAO: Retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e

manté-la numa posicdo que ndo dificulte a respiragdo. Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.

P305 + P351 + P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: Lavar cautelosamente com
4gua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel.
Continue a enxaguar.

Caso tenha ocorrido algum incidente grave durante a utilizagdo deste dispositivo
ou como resultado da sua utilizagdo, comunique-o ao fabricante e/ou ao respetivo
representante autorizado e a sua autoridade nacional.

Definic6es dos simbolos
Simbolos conforme definidos na norma EN ISO 15223-1:2021

N Fabricante NUmero de catdlogo

Cddigo do lote

EE] Consultar as instrugdes

de utilizagao

Representante autorizado Declaragdo de Conformidade da

na Comunidade Europeia/ C E Unido Europeia (definida na diretiva
Unido Europeia RDIV 2017/746)

Dispositivo médico para diagndstico
in vitro

Data de validade

Limite de temperatura Atengdo

Data de fabrico % Importador
Indica o Representante Autorizado

na Suiga
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Informacgoes 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
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Rev. 4.0 2016
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Sigma-Aldrich.

03dnyieg xpriong

KIT 6€Ivnc pwo@aTaong
AeukokuTTapwv (TRAP)
Aiadikacia ap. 387

MILIBPORR
C€ SiGMa

MpoopiZopevn Xprion

Ta KIT 0§IvnG pwopataong Tng Sigma-Aldrich npoopilovTal wg IGTOAOYIKT XPWON YEVIKAG
£pYaocTnpIakng Xpnong. Ta avridpacTtipia 0§Ivng Gwoeataong npoopifovral HOVo yia enayyeARATiKn
«in vitro d1ayvwaTIKA XpAoN». AUTA N UN QuTOWATR, NOIOTIKN, I0TOXNHIKA dladikacia avayvwpilel

Tn dpaaTnpIOTTA TNG OEIVNG GWOPATACNG OTA AEUKOKUTTAPA avOp®NIvou aipatog, HUeAol Twv
00TOV Kal NaPACKEUAOHATWY I0TOV AnoTUNWHATIKAG KUTTapoAoyiag. H 1oToAoyikr onTikonoinan
TNG OXETIZOUEVNG HE TA AEUKOKUTTAPA OEIVNG GWOPATACNG €ival pia Hovadikr TEXVIKI Nou €ni Tou
napovTog XPNOILONOIEITAl EUPEWG OTNV IATPIKN.

H Xpnon unokaTeoTNUEVWY Pwopopikwv naphthol AS og ouvduaopod pe ahara dialwviou yia Tnv
avixveuaon Tng 6§IVNG pwopaTacng oe avBpwniva AEUKoKUTTapa avapepBnKe yia npwTn Gopa and
Toug Goldberg kai Barka.! H diadikacia Tng Sigma-Aldrich yia Tnv avayvmpion autou Tou eviupou
xpnoigonoiei naphthol AS-BI phosphate kai npoogata dialwTwpévo alag fast garnet GBC. AuTn n
£vwon enAEXBNKe eneidr npaypaTonolei ypriyopa oUZeun oe 0§Ivo pH, axnuarifovrag e5aipeTika
adIAAUTEG EvVANOBETEIG XPWOTIKNG.

O1 NepIooOTEPEG d1adIKacieg, cupnepIAaUBavopevng autng nou napéxeral and Tn Sigma-Aldrich,
xpnaoigonoiolv otaBepd aiata dialwviou. AUTA oxnuaTidovral pe avTidpaon piag apuAapivng

HE VITPWJEG vaTpio O€ €va 0&Ivo péco.2 To npokunTov XAwpioUxo dial®vio (ouviBwg aoTabeg)
pnopei otn ouvéxeia va unoBAnBei o eneEepyacia He EVMOEIG ONWG XAwPIoUX0G WeUSAPYUPOG,
BeIkOG WeUdApyUPoG 1 vapBaAevo-1,6-3100UAPOVIKO, axnuati{ovrag otabepd aiara. AuToi ol
0TaBePONOINTEG EVOEXETAI VA AOKOUV EVTOVN avaoTaATiK dpacn og opiouéva ev{UpaTIKG oUaTAKATA,
evw Ta xAwpioUxa dialwvia eivar AiyoTepo avaoTaATika.? Ma autov Tov Adyo,

n Sigma-Aldrich napéxel nAéov éva oTaBepod diaAupa Baong fast garnet GBC kai viTpwdoug varpiou
yla TNV KUTTapoxnueia Tng 6&ivng pwoparaong. Mpokeipévou va anionoinbei nepaitépw autn

n pEB0dOG, nepidapBaverarl eniong €va atabepd udaTikod diaAupa naphthol AS-BI phosphate. H
31aB0INOTNTA QUTWV TWV OTABEPQV DIGAUPATWV ENITPENEI GTOUG XPNOTEG VA NPooappolouv Toug
OYKOUG TwV avTIdpacTnpiwv epyaciag avaloya We TIG avaykeg, eEaAeipovrag Ta anopAnra.

SUp@wva pe T diadikacia Tng Sigma-Aldrich, Ta @IAY aipaTtog enwalovral o dIGAUKA NOU MEPIEXE!
naphthol AS-BI pwao®opikd 08U kal npoopata dialwTwpévo fast garnet GBC. Ta dinAdTuNa GIAp
pnopouv va unoBAnBouv ot enegepyaaia pe éva diAAuKa nou nepiéxel L(+) Tpuyikod o&U. To naphthol
AS-BI, nou aneAeuBepmveral pe eviupatikr udpoAucn, npayparonolei apéowg ouleugn pe To fast
garnet GBC, oxnparifovrag adidAuTeg evanoBEaelg KaoTaving XpwaTIKNAG 0Ta onueia dpaaTnpidTnTag.
Ta KUTTapa nou NePIEXOUV €UaAIoBNTN OTO TPUYIKO 0EU OEIvN GpwapaTtacn oTepouvTal
dpaotnpidTNTag. Ta povonupnva KUTTApa nou NEPIEXOUV avOEKTIKN OTO TPUYIKO 0EU pwaoparaon dev
ennpealovral and Tnv ev Aoyw eneEepyaocia.

AvTIdpaocThpia
AiaAupa Naphthol AS-BI pwo@opikoU o§€og (Ap. kataAdyou 3871-10ML)
Naphthol AS-BI pwopopikoU 0&€og, 12,5 mg/mL

AilaAupa Baong Fast Garnet GBC (Ap. kataAdyou 3872-10ML)

Baon Fast garnet GBC, 7,0 mg/mL, C.I. 11160, oe 0,4 mol/L udpoxAwpIkO 0EU pe oTaBeponoinTh.
Kivduvog. EmBAaBeg oe nepinTwon katanoong. Mpokalei coBapd deppatika eykalpara Kai
opBapikég BAABEG. Mnopei va npokaA£oel aAAepyIkr deppatikn avTidpaon. Mnopei va npokahéoel
Kapkivo.

O&1k0 di1aAupa (Ap. kaTaAdyou 3863-50ML)

OFIKO puBpIoTIKO diaAupa, 2,5 mol/L, pH 5,2 + 0,1

Tpuyiko diaAupa (Ap. katahoyou 3873-10ML)

PuBuIoTIKO didAupa L(+) Tpuyikou o&og, 0,335 mol/L, pH 4,9 £ 0,1. Mpoeidonoinan. MpokaAei fnio
£peBIOUO Tou BEPHATOG.

AildaAupa vitp@doug varpiou (Ap. katahoyou 914-10ML)

NiTpwdeg vaTpio, 0,1 mol/L

KiTpiko diaAupa (Ap. kataAoyou 915-50 ML)

KiTpikd 08U, 18 mmol/L, KITpIkO vatpio, 9 mmol/L, xAwpiouxo varpio, 12 mmol/L, kai
enipavelodpaoTikd, pH 3,6 £ 0,1

AraAupa aiparo§ulivng, Gill ap. 3 (Ap. katahdyou GHS3-50ML)

AipaTto&uAivn, migtonoinuévn, 6,0 g/L, C.I. 75290, 1wdikd vatpio, 0,6 g/L, Beikd apyilio, 52,8 g/L
kal araBeponoinTég. Kivduvog. EniBAaBEG oe nepinTwon katanoong. MpokaAei coBapr) opOaApIKn
BAGBN. Na @opdaTe NPoOTATEUTIKA YAVTIQ/HECA ATOMIKAG NPOCTACiag yia Ta PaTia/To npdowno.

Eidikd UAIka nou anairouvTal aAAa dev napéyovTal

e AkeTOVN, avTidpaaTripio ACS

o ®oppaAdelidn, 37%

®UAQEN kal oTaBepdTnTa

®uAdooeTe To dlAAupa aipaToEuAivng oe Beppokpacia dwuariou (18-26 °C). MpooTateloTe anod To
PWG. H eTikéTa TOU AVTIBPACTNPIOU avagEPel TNV Nuepopnvia ARENG.

®duAaooete To diaAupa Naphthol AS-BI gwogpopikol 0&€og, To didAupa Baong Fast Garnet GBC, To 0§k
Si1GAupa, To TPUYIKO diaAupa, To dIaAupa VITP@IOUG vaTpiou Kai To KITPIKO diaAupa otoug 2-8 °C.

DUAACOETE TO HOVIHOMNOINTIKO dIGAUKa aTo Wuyeio (2-8°C). Ggpudavere oToug 18-26 °C npiv anod
Xpron. ZTabepo yia £wg 2 PAVEG, €0V GUAAXOE O WPUYEIO PE TO KANAKI EPPNTIKA KAEIOTO. ANOppiyTe
TO HOVIHONOINTIKO dIAAUMa €av napatnpnBei eEATHION KAl NAPACKEUAOTE PPETKO.

AN\oiwaon

To diaAupa Naphthol AS-BI pwapopikoU 0&E0G Kal TO TPUYIKO didAupa Ba npénel va anoppintovral
£av avanTuyBei BoAepoTnTa.

To kITpIKO diGAupa gival kKaTaAANAo yia Xprion anouadia pIKkpoRIaKnG avanTugng.

To diaAupa aipato&uAivng 6a npénel va anoppinTeral yivel kagé (unepo&eidwan ano Tov agpa) n Yo
(anwAeia o&UTNTAG).

Mapaokeun
Ta avTidpacTnpla napeyxovrail £Tolua yia Xpnon.

MapaokeudoTe povigonoinTikd diahupa, ouvdualovrag 25 mL kiTpikoU diaAlpatog, 65 mL akeTovng
Kal 8 mL @oppaAdelidng 37%. TonoBeTaTE 08 YUAAIVI PIAAN Kal KAEIOTE EPUNTIKA TO KAMAKI.

Mpo@uAdageig

AuTd Ta BonBrpata IVD npoopifovTal yia in vitro diayvwoTikr Xpron o€ nepIBAAAoV KAIVIKoU
epyaoTtnpiou. Auta Ta Bonenpara IVD npoopilovTal yia enayyeAUATIKn Xprion HOvo and
£Ee1dikeupgvo npoownikd. Ta Bondrjpata IVD Tng Sigma-Aldrich pnopouv va xpnoiponoiouvTar and
£pYaoTNPIAKO NPOCWIKG TO OMOIo Eival EKNAISEUPEVO va XelpileTal avBpwniva SeiyaTta nou pnopei
va €ivar JOAUCHATIKA, va XpnoIHonolei HiIkpoakonia kal AANov epyaaTnpiakd eEonAiopo kai diabETel
avTiAnwn TV XpwWHATWV Kal onTIKr 0§UTNTA yia va dIaKpivel Ta XpWHATa Kal GAAd avTIKEIEVa KATW
ano To HIKPOOoKOMIo.

MNpénel va akoAouBouvTal oI GUVABEIG NPOPUAGEEIC KATA TOV XEIPICHO EPYACTNPIAK®OV
avTidpaoTnpiwv. AnoppiwTe Ta andBAnTa TNpwvTag OAoUG Toug TomnikoUg, NoAITelakoUg,
nepipepeiakols f €BVIKOUG Kavoviopoug.

Aiadikacia
SuAAoyn delypaTwv

Kapia yvwaoTr péBodog dokipaciag dev Pnopei va npoo®epel nAnpn diaBeBainon 0TI Ta deiypara
aiparog ) 10ToU dev Ba peTadmoouv AoidwEn. Enopévmg, OAa Ta napdywya aipatog r) Ta deiypara
10ToU Ba npénel va BewpolvTal wg duVNTIKA HOAUCHATIKA.

MnopoUv va xpnaiponomBoUv GIAY aipatog, HUEAOU TwV 00T®Y, NAPACKEUAOUATA 10TV
anoTUNWHATIKAG KUTTAPOAOYiag Kal napackeuaopaTa KuTTapo-gpuyokevTpnong. Eite To EDTA eite

n nnapivn 6a XxpnoIHeUCOUV WG AVTINNKTIKA. Ta QIAY QipaTog f HUEAOU TV 00TGV Hropouv va
@uAaxBoUv poviponoinuéva oe Beppokpacia dwpaTiou (18-26 °C) yia apkeTeG €BSOPAdEG N UN
HOVIHOMOINUEVA YIa APKETEG NUEPEG XWPIG aloBnTr aAAayn otn dpactnpidTnTa.? Mnv anooTEAAETE
NANpPEG aipa yia avaiuon o GAAa epyacTrpid. ANOCTEAAETE HOVIMOMOINKEVEG 1 UN HOVILOMOINUEVES
QAVTIKEIHEVOPOPOUG. OI aVTIKEILEVOPOPOI MpENel va diatnpolvTal dpOCEPEG KaTA T YETAPOPA.
AQNOTE Ta QIAY Va OTEYVMOOUV TOUAAXIOTOV 1 @pa mpiv and Tn poviydonoinon.

SNUEIMOEIG

H anodoon Tng dokipaciag Ba npénel va eAeyxBei oupnepIAapBavovTag GIAY aigaTog nou xel
NapackeuaoTel ano €va UyIEG ATOWO.

Aiadikaaoia

1. TpoBeppaveTe apKeTO AnIOVIOHEVO VEPO Yia Xpron piag nuEpag otoug 37 °C. EAEyXeTe TN
Beppokpaacia npiv and T xpnaon.

2.  ®épTe TO poviponoinTiko diaAupa o Bgppokpacia dwpatiou (18-26 °C). MoviuonoInaoTe Tig
QVTIKEIHEVOPOPOUG HE EYRANTION O povigonoinTikd SiaAupa yia 30 deutepohenTa. ZenAUveTe
KaAG O€ aniovIoPEVO vePO: MNV aQAVETE TIG AVTIKEINEVO(POPOUG VA OTEYVHOOOUV.

3. e kabBéva anod Ta 2 dokipacTika owAnvapia, npooBeaTe 0,5 mL diaAUpaTtog Baong Fast
Garnet GBC kai 0,5 mL diaAUpaTog vITpwdoug vaTpiou. AvaueiETe pe nnia avacTtpo®n yia 30
deuTepOAenTa. AQROTE TO HEiYHA va Napapeivel oe npeyia yia 2 Aentd.

4. Enionuavere wg A kai B dUo notipia Twv 100 mL kal npooBEaTe Ta akdAouba eva
avapelyvUeTe:

Motipl A Motip1 B
AMIOVIOPEVO VEPO, NPOBEPHAcpEVO aToug 37 °C 45 mL 45 mL
AlalwTwpevo diaAupa Fast Garnet GBC (Brjua 3) 1,0 mL 1,0 mL
AiadAupa Naphthol AS-BI Phosphate 0,5 mL 0,5 mL
O&iko diahupa 2,0 mL 2,0 mL
Tpuyikd diaAupa _ 1,0 mL

5. Emonuavere Ta doxeia Coplin wg A kal B kal peTa@épeTe Ta diaAlpara and Ta notrpia aTo
kataAAnAo doxeio Coplin. @gpuaverte Ta diaAUparta ota doxeia oToug 37 °C og USATOAOUTPO.
EAEyETe OTI n Beppokpacia gival aToug 37 °C NpoToU NPOCBETETE AVTIKEIHEVOPOPOUG,.

6. TpoaBéaTe avTikelpevo@opoug ata doxeia Coplin kal enwaoTe yia 1 opa otoug 37 °C o€
udaTOAOUTPO NPOCTATEUHEVO AMO TO PWG.

7. Meta and 1 wpa, EeNAUVETE KAAd TIG QVTIKEIMEVOPOPOUG OE ANIOVIOUEVO VEPO Kal, OTN

OUVEXEIQ, NPOXWPNOTE OE AVTiXpwon o€ dlaAupa aipatoguAivng, Gill ap. 3 yia 2 Aentd.

ZenAUVETE yIa ApKETA AENTA 0 AAKAAIKO VEPO TNG BPUONG HEXPI VA YiIVOUV UMAE OI MUPRVEG.

STEYVWOTE OTOV a€pa Kal a§loAOYNOTE HIKPOOKOMIKA. AV OUVIOTATAI N KAAUWN pE KaAunTpida,

KaBwg N XpwaTIKn EEBwPIAlel UE TOV KaIpo.

XapakTnpioTika anédoong

0w

AnoTeAéoparta

Ta xpwHaTIoUéEva IAW aipaTog ouviBwg a&loAoyoUvTal UNOKEIYEVIKA wG NPOG TNV napouaia

f TNV anoucia ev{UPou avBeKTIKOU OTO TPUYIKO 0&U. Anouaia TpuyIkoU 0§EoG, Ta NePICTOTEPA
AeukokUTTapa eppavifouv Kokkmdn onueia dpactnpidTnTac. 'OTav enwalovral Pe TPUYIKO diaAupa,
Hnopei va napatnpnOsi NePIOTACIAKO KOKKIO 0E AEUPOKUTTAPA KAl OpIoHEVA EEEIDIKEUPEVA
Hakpogaya.* Se enixpiopata aiparog, pia OeTikr avTidpacn unodnAmveral and Tnv napouaia
NePIcOOTEPWY ANd dUO KUTTAPWYV HE dIAyuTn Kal €vrovn dpactnplotnTa, dnAadn nepioodTepa

and 40 kokkia.? MNa Tnv agioAdynon Tng xpwong Golgi, XapakTnpIoTIKr TwV AEUPOKUTTAPWY MoU
npogpyovTal anod Tov Bupo (T-kUTTapa), ouviotaral n diadikacia Sigma-Aldrich ap. 181.

H dpacTnpidTnTa TNG 0EIVNG PWOPATACNG EUPAVIZETAl PHE TN HOPPH NOPPUPDV EWG OKOUPWY
KOKKIVWV KOKKIWV OTO KUTTaPONAAoHa TWV NEPIGOOTEPWV AEUKOKUTTAPWV.

Edv Ta napatnpoUpeva anoTteAéopaTa dIapEPOUV and Ta AVAPEVOUEVA, EMIKOIVWVNOTE WE TNV TEXVIKN
unnpeaia Tng Sigma-Aldrich yia Bondeia.
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XapakTnpioTika anédoong Tng avaAuong BIBAIOYPAPIKEG AVAPOPEG
Ta anoTeAéoparta anddoong TG avaiuong yia TiG SedopEVEG DOKIUATIEG MOU NPAyHaTonoinénkav o OAeg 1. Goldberg AF, Barka T: Acid phosphatase activity in human blood cells. Nature 189:297 1962
TIG OTOXEUOUEVEG BopEG, ENIBeBai@VOUV TNV euaioBnaia, TNV &I31KGTNTA Kal TNV enavaAnyipoTnTa oe 2. Burstone MS: In Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic
nocoaTo 100%. Press, New York, 1962, pp 88-113
3. Janckila A, Li CY, et al: The Cytochemistry of the Tartrate-Resistant Acid Phosphatase - Technical
Ap. Nepiypagn ZT1O0X0G EidikoTnTa Euaio6noia Eidikotnta Euaiodnoia considerations. Am J Clin Pathol 70:45, 1978
Kara- npoiovrog EVTOG TNG EVTOGTNG HETAZU TV peETASU TOV 4. Sun T: Atlas of Cytochemistry and Immunochemistry of Hematologic Neoplasms. American Society
Adyou avaluong avaluong avaAloswv avaAUuoEwv of Clinical Pathologists Press, Chicago, 1985, pp 28, 119
AlaAupa Shuei . "
nueia
3871 Naphthol AS’.BI dpaoTnpiod- 30103 3o0ma3 30103 3oma3 "AnP.O(POPIEq £I1IIK0IV(|)VIICIC; . . . ,
Pwopopikoy TnTac rlvo Va KAVeTE pia napuvve)\lo,l nopaKa)I\oupe emoxezpBen:s TOV 10TOTONO Hag mn‘élsueuvor.]
[} 3319 SigmaAldrich.com. MNa Texvikn e§unNnNPETNON, NApakaloUUe ENICKEPOEITE T OEAIdA TEXVIKAG
] R Snueia eEunnpETNONG oTov 10TOTONO Hag oTn dielBuvon SigmaAldrich.com/techservice.
3872 AidAupa Baone dpaaTnpio- 30103 3o0ta3 30103 3o0ma3
Fast Garnet GBC v y
Tag IoTOopIKO avaBewpnoewv
Snueia
3873 Tpuyikd diaAupa  dpactnpio- 3 01a 3 301a3 3o01a 3 3o0ta3 Avas. 3.0 2014
™mrag
Tnueia Avab. 4.0 2016
3863 O&Iko diaAupa BPTTF]DIO' 30ta 3 30Ta3 3ota 3 30ra3 Avab. 5.0 2023
nrag
AiBAUWA VITPG- Znpeia ‘EyIve pETO(DOPd o€ véo unodelyua He TV Tpé'xouoa enwvuia. ﬂlpooélopic'rnka yia
914 Bouc varpiou dpaaTnpio- 30Ta 3 30703 3ota3 30Ta3 anvvsApalen Xpnon otnv npooquopsvn Xpron Kai Tig ngonpu)\aislg. H npoopIfopevVN
TNTag Xpron avabewpnBnke yia euBUYPAPUION PE TIG KATEUBUVTAPIEG Ypaupeg IVDR.
Tnueia ‘IIE'o As)\'riloeﬁebopévw):/ aoq)oAf:iaq UAIKOU synps:d)engg 3 AEAT;O élséouévw\)/\ acgpg)\sioq.
s 5 vnuepwOnkav ol NAnpogopieg enikoivwviac. Apaipednke n odnyia va akoAouBeital To
915 KiTpik6 didAupa Bpiro;ro]glo 3oma3 3oma3 3oma3 3oma3 CLSI yia Tn cuhAoyn delypdtwv. Apaipednke To EN 980 kar aAAake o€

EN ISO 15223-1:2021 yia Ta cUpBoAa. MpooTéBnkav MANPOPOpIEG ENIKOIVQVIAG

Ald)\U}JG aipa- R yia aveni®upnTa cupBavta. A@aipednke n BIBAIOypa@ikn avagopd 5. Mpocbrkn
GHS3 TOEUQI’;/F]? Gill Mupnveg 3o01a3 3o0ra3 30ra3 3oma3 NPOEISONOINCEWY Kal KIVBUV®YV. MPooTEBNKav NANPoPopieC E£0UGI050TNUEVOU

avTinpoownou yia Tnv EABetia (CH-REP).

Mpo&IdonoInoeIg Kal Kivduvol

AvaTpeETE 0TO AeATIO dedOpEVWV AOPAAEiag Kal oTnv €NICAPAVAN NPOiOVTOG YIa OMNOIETONMNOTE
EVNHEPWHEVEG MANPOPOPIEG KIVOUVWY 1) aOPAAEIaG.

387A:

H290 Mnopei va diaBpwoel HETAAAa.

H302 EniBAaBeg o€ nepinTwon KATanoong.

H314 MpokaAei coPapd depuatikd eykalpaTa kar opOaApIKEG BAABEG.
H350 Mnopei va npokaAéoel kapkivo.

H373 Mnopei va npokahéoel BAAReG oTa Opyava (veppoi) UoTepa and napateTapevn n
enaveiNnupevn €kBeEaN, O NEPINTWON KATANOONG.

P202 Mnv To XpnoIKOMOINCETE Mpiv JIABACETE KAl KATAVONCETE TIG 0dNYieG NPOPUAAENG.

P280 Na popdaTe NPOOTATEUTIKA YAVTIA/NPOCTATEUTIKG €vOUNATA/ECA ATOMIKAG NpoaTaaciag yia Ta
paTia/npdéowno.

P301 + P312 SE MEPINTQZH KATAMOZHZ: KahéoTe To KENTPO AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo, av
aioBavBeite adiabeaia.

P303 + P361 + P353 SE MEPINTQSH EMNAGHS ME TO AEPMA (1) pe Ta pahAid): ByaATe apéowg oAa
Ta poAucpéva pouxa. ZenAUVETE TNV eMIdeppida Pe vePO.

P304 + P340 + P310 =E MEPINTQSH EIZNNOHS: MeTapepeTe Tov naBovra aTtov kaBapod agpa kai
apnoTe Tov va EEKOUPATTEi O 0TAON Nou dIEUKOAUVEI TNV avanvor]. KaAéoTe apéowg To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo.

P305 + P351 + P338 SE NEPINTQZH EMNAGHS ME TA MATIA: Zen\UVETE NPOOEKTIKG HE VEPD

YIO apKeTa AenTa. Av UNApxouv (pakoi enapng, apaipéoTe TOUG, av gival EUKOAO. SUVEXIOTE va

EenAéveTe.
Eav, kata Tn didpKeia TnG XpARong autol Tou BonBRparog N wG anoTéAsopa TnG
XPAONG Tou, £X€I CUMBEI KGnolo coBapod NEPIOTATIKO, NAUPAKAAEIOTE va TO avaPEPETE
OTOV KATAOKEUAOTH 1)/ Kal oTov e50UCI030TNHEVO AVTINPOCKWNO TOU KAl 0TV £OVIKR
apxn TG x®pag oag,.

OpioHOoi CUHBOAWV
SUpBoAa o6nwg opifovral ato EN ISO 15223-1:2021

u KaTaokeuaoTng ApIBpOG KaTaAoyou

Ap1BuoG napTidag

EE0U01080TNHEVOG AVTINPOOWNOG ARAWON CUPPOPPWONG Eupwnaikig
oTtnv Eupwnaikn Koivotnra/ ‘Evwong (6nwg opiletal otnv odnyia

SUpBOUAEUTEITE TIG 08nYieg Xpriong

n
m

Eupwnaikn ‘Evowon IVDR 2017/746)
- In vitro BIayveoTIKO Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
Hpepopnvia ARgng -IVD \ 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271
1aTPOTEXVOAOYIKO NpPoidV St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
'Oplo Bepuokpacia Mpoooxn an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany
P pHOKP ° & poooxn Darmstadt, Germany
Hpepopnvia napaywyng @ Eioaywyéag +1(314) 771-5765
YnodeikvUel Tov €50UCI0D0TNHEVO MDSS CH GmbH
avTinpdowno oTnv EABeTia Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau
Switzerland

To apxikd ypappa M kai To Sigma-Aldrich givar pnopika orjparta Tng Merck KGaA, Darmstadt, Germany 1 Twv
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Sigma-Aldrich.

Hasznalati utasitas

Leukocita savas foszfataz (TRAP)
készlet

387. sz. eljaras

C€ SiGMa

Rendeltetésszerii hasznalat

A Sigma-Aldrich savas foszfataz készlet altaldanos laboratériumi felhasznalasra szant szévettani
festék. A savas foszfataz reagensek kizardlag professzionalis ,in vitro diagnosztikai felhasznalasra”
szolgalnak. Ez a manudlis, kvalitativ hisztokémiai eljaras kimutatja a savasfoszfataz-aktivitast az
emberi vér-, csontvels- és szovetlenyomat-preparatumokban 1évé leukocitdkban. A leukocitdkhoz
kapcsolddé savas foszfataz szovettani megjelenitése egy egyedulalld, az orvostudoményban
jelenleg altalanosan hasznalt technika.

A szubsztitualt naftol-AS-foszfatok diazoniumsokkal egydtt, a savas foszfatdz human leukocitdkban
torténd kimutatdsara szolgalé alkalmazéasardl els6ként Goldberg és Barka szamoltak be.*

A Sigma-Aldrich ezen enzim kimutatasara szolgald eljardsa naftol-AS-BI-foszfatot és frissen
diazotalt Fast Garnet GBC s6t alkalmaz. Ezen utdbbi vegyiiletet azért vélasztottak, mert savas
kémhatas esetén gyorsan kotddik, és kifejezetten oldhatatlan festéklerakddast képez.

A legtobb eljaras, beleértve a Sigma-Aldrich altal biztositott eljarast is, stabil diazéniumsodkat alkalmaz.
Ezeket egy arilamin vegyiilet és a natrium-nitrit savas kzegben torténd reakcidjaval hozzak létre.2

A keletkez6 diazénium-klorid (altaldban instabil) ezutan olyan vegytletekkel kezelhetd, mint a cink-
klorid, a cink-szulfat vagy a naftalén-1,6-diszulfonat, igy stabil sok képzédnek. Ezek a stabilizétorok
jelentds gatlast fejthetnek ki egyes enzimrendszerekre, mig a diazénium-kloridok kevésbé gatld
hatésuiak.? Ezért a Sigma-Aldrich a Fast Garnet GBC béazis és natrium-nitrit stabil oldatat biztositja

a savas foszfatdz kimutatdsat célzd citokémiai vizsgalatokhoz. A modszer tovabbi egyszer(sitése
érdekében a rendszer tartalmaz egy stabil, naftol-AS-Bl-foszfatot tartalmazd vizes oldatot is. Ezen stabil
oldatok elérhetésége lehetdvé teszi a felhasznaldk szdméra, hogy a munkareagens mennyiségét az
igényeknek megfelelGen allitsdk be, igy csokkentve a hulladékmennyiséget.

A Sigma-Aldrich eljarasa alapjan a vérkeneteket naftol-AS-BI-foszforsavat és frissen diazotalt Fast
Garnet GBC-t tartalmazé oldatban inkubaljék. A két példanyban készilt kenetek L(+)-tartaratot
tartalmazo oldattal kezelheték. Az enzimatikus hidrolizis soran felszabadulé naftol-AS-BI azonnal a
Fast Garnet GBC-hez kotddik, és oldhatatlan barna festéklerakodasokat képez az aktivitas helyén.
A borkésavra érzékeny savas foszfatazt tartalmazé sejtekben nem tapasztalhaté aktivitas. Ez a
kezelés nem érinti a borkGsavrezisztens foszfatdzt tartalmazé mononuklearis sejteket.

Reagensek

Naftol-AS-BI-foszforsav oldat (kat. sz.: 3871-10ML)

Naftol-AS-BI-foszforsav, 12,5 mg/ml

Fast Garnet GBC bazis oldata (kat. sz.: 3872-10ML)

Fast Garnet GBC bazis, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, 0,4 mol/l sésavban, stabilizalészerrel. Veszély.
Lenyelve artalmas. Sulyos égési sériilést és szemkarosodast okoz. Allergias bérreakcidt valthat ki.
Rékot okozhat.

Acetatoldat (kat. sz.: 3863-50ML)

Acetatpuffer, 2,5 mol/l, pH-érték: 5,2 £ 0,1

Tartaratoldat (kat. sz.: 3873-10ML)

L(+)-tartarat puffer, 0,335 mol/l, pH-érték: 4,9 + 0,1. Figyelmeztetés. Enyhén bérirritald hatasu.
Natrium-nitrit oldat (kat. sz.: 914-10ML)

Natrium-nitrit, 0,1 mol/I.

Citratoldat (kat. sz.: 915-50ML)
Citromsav, 18 mmol/I; natrium-citrat, 9 mmol/I; natrium-klorid, 12 mmol/I és feliiletaktiv anyag,
pH-érték: 3,6 £0,1

Hematoxilinoldat, Gill III (kat. sz.: GHS3-50ML)

Tanusitott hematoxilin, 6,0 g/l, C.I. 75290; natrium-jodat, 0,6 g/I; aluminium-szulfat, 52,8 g/I
és stabilizalészerek. Veszély. Lenyelve drtalmas. Sulyos szemkarosodast okoz. Védékesztyli/
szemvédd/arcvédd hasznalata kotelezd.

Sziikséges, de nem biztositott specialis anyagok

e Aceton, ACS-reagensmindség
e Formaldehid, 37%

Térolds és stabilitas
A hematoxilinoldatot szobah6mérsékleten (18-26 °C) kell tarolni. Fénytdl védve tarolandd.
A lejarati id6 a reagenscimkén szerepel.

A naftol-AS-BI-foszforsav oldatot, a Fast Garnet GBC bazis oldatot, az acetatoldatot,
a tartratoldatot, a natrium-nitrit oldatot és a citratoldatot tarolja 2-8 °C-on.

A fixalé hitve térolandd (2-8 °C). Hasznalat el6tt melegitse 18-26 °C-ra. H(itészekrényben,
szorosan lezarva tarolva 2 honapig stabil. Ha elparolgast észlel, dobja ki a fixalot, és készitsen
frisset.

Bomlas
Ha zavarossag alakul ki benniik, a naftol-AS-BI-foszforsav oldatot és a tartaratoldatot ki kell dobni.
A citratoldat mikrobidlis ndvekedés hidnyaban hasznélhaté.

Dobja ki a hematoxilinoldatot, ha az oldat megbarnul (tdloxidalodott a levegén) vagy lilava valik
(savassag elvesztése).

El6készités
A reagensek haszndlatra készek.

A fixald elkészitéséhez 25 ml citratoldathoz adjon 65 ml acetont és 8 ml 37%-os formaldehidet.
Tegye Uvegtartélyba, és szorosan zérja le kupakkal.

Ovintézkedések

Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkozoket klinikai laboratériumi kérnyezetben térténd in
vitro diagnosztikai felhasznalasra szanték. Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkozoket csak
képzett szakemberek hasznalhatjék. A Sigma-Aldrich in vitro diagnosztikai eszkézéket 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 laboratdriumi reagensek kezelése sordn a szokasos 6vintézkedéseket kell kdvetni. A hulladékot a

helyi, allami, tartomanyi vagy nemzeti el6irasoknak megfelelen 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.

Vér-, csontvelGkenetek, szévetlenyomat-prepardtumok és sejtcentrifugalassal nyert mintak
hasznalanddk. Antikoagulansként EDTA vagy heparin alkalmazhatd. A vér- vagy csontvel6kenetek
fixalva szobahémérsékleten (18-26 °C) tébb hétig, vagy fixalas nélkiil tébb napig tarolhatok
észrevehet6 aktivitasvaltozas nélkil.? Ne szallitson teljes vért mas laboratériumokba vizsgalatra.
Fixalt vagy nem fixalt targylemezeket is kildhet. A targylemezeket széllitas kozben hidegen kell
tartani. A keneteket a fixalas el6tt legaldbb 1 6raig hagyja szaradni.

Megjegyzések

A teszt teljesitményét egészséges személytsl szdrmazo vérkenet segitségével kell nyomon kévetni.

Eljaras

1. Melegitsen el6 egy napra elegendé mennyiség(i ioncserélt vizet 37 °C-ra. Hasznalat el6tt
ellendrizze a h6mérsékletet.

2. Melegitse a fixalot szoba-hémérsékletlire (18-26 °C). Fixalja a targylemezeket
30 masodpercig a fixaloba meritve. Végezzen alapos 6blitést ioncserélt vizzel:
Ne hagyja, hogy a lemezek megszéradjanak.

3. A2 kémcsé mindegyikéhez adjon 0,5 ml Fast Garnet GBC bazikus oldatot és 0,5 ml natrium-
nitrit oldatot. Keverje 30 masodpercig finoman fel-le forgatva. Hagyja allni 2 percig.

4. Cimkézzen fel két 100 ml-es A és B féz6poharat, és keverés kdzben adja hozzé a

kovetkezOket:
A f6z6pohar B f6z6pohar
37 °C-ra el6melegitett ioncserélt viz 45 ml 45 ml
Diazotalt Fast Garnet GBC oldat (3. lépés) 1,0 ml 1,0 ml
Naftol-AS-BI-foszfat oldat 0,5 ml 0,5 ml
Acetatoldat 2,0 ml 2,0 ml
Tartaratoldat - 1,0 ml

5. Cimkézzen fel egy A és B kivettat, és helyezze at az oldatokat a f6z6poharakbdl a megfeleld
klvettakba. Melegitse az oldatokat az edényekben 37 °C-ra vizfurdében. A targylemezek
hozzdadasa el6tt ellenérizze, hogy a hémérséklet 37 °C legyen.

6. Helyezze a targylemezeket a kiivettakba, és inkubélja 6ket 1 éran keresztil 37 °C-os, fénytdl
védett vizfurdében.

7. 1 ora elteltével alaposan oblitse le a lemezeket ioncserélt vizzel, majd végezzen ellenfestést
2 percig hematoxilinoldatban (Gill III).

8. Oblitse 8ket néhany percig Iigos csapvizzel, hogy a sejtmagok kék szin(ivé valjanak.

9. Hagyja 6ket levegén megszaradni, majd végezzen mikroszkdpos értékelést. Fed6lemez
hasznalata nem ajanlott, mivel a festék idével elhalvanyul.

Teljesitményjellemzdk

Eredmények

A festett vérkeneteket altaldban szubjektiven értékelik a tartaratrezisztens enzim jelenléte vagy
hidnya szempontjabodl. Borkdsav hidanyaban a legtobb leukocita esetén szemcsés aktivitasi helyek
lathatok. Tartarattal inkubdlva alkalmanként szemcsézettség figyelheté meg a limfocitdkban

és néhany specializalt makrofagban.* A vérkenetben pozitiv reakciét jelent a tobb mint két,
diffiz és intenziv aktivitdst mutatd, azaz tébb mint 40 szemcsét tartalmazo sejt jelenléte.*

A csecsemOmirigy-eredet(i limfocitdkra (T-sejtek) jellemz6 Golgi-festés értékeléséhez

a Sigma-Aldrich 181-es szamu eljarasa ajanlott.

A savas foszfataz aktivitdsa a legtébb leukocita citoplazmajaban lilas-sotétvoros szemcseként
jelenik meg.

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

Analitikai teljesitményjellemzdék
Az adott tesztek analitikai teljesitményjellemz6i az 9sszes célstruktiran vizsgalva 100%
érzékenységet, specificitast és ismételhetdséget igazoltak.

Kat. Termékleiras cél Teszten Teszten Tesztek Tesztek
sz. beliili beliili érzé- kozotti kozotti ér-

specificitas kenység spec as zékenység
o SR, GE s » wm v
e TETE GE w  w» w v
3873 Tartardtoldat A‘;E_';‘I’;,fs 3/3 3/3 3/3 3/3
3863 Acetétoldat Aﬁ‘é‘(;,fs 33 33 33 3/3
914  Natrium-nitrit oldat Aﬁi‘l’;fs 3/3 3/3 3/3 3/3
915 Citratoldat Aﬁg‘(;,fs 3/3 3/3 3/3 3/3
GHS3 Hema(t;(i)ﬁillilr}oldat, Seé;rEa— 3/3 3/3 3/3 3/3
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Figyelmeztetések és veszélyek

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

387A:

H290 Fémekre korroziv hatasu lehet.

H302 Lenyelve artalmas.

H314 Sllyos égési sériilést és szemkérosodast okoz.

H350 Rakot okozhat.

H373 Ismétlédd vagy hosszabb expozicié esetén lenyelve karosithatja a szerveket (vese).

P202 Ne hasznélja addig, amig az dsszes biztonsagi 6vintézkedést el nem olvasta és meg nem értette.
P280 VédGkeszty(i/védéruha/szemvédé/arcvédd hasznalata kotelez6.

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

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

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

P305 + P351 + P338 SZEMBE KERULES ESETEN: Tébb percig tarté 6vatos blités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék eltavolitdsa, ha kénnyen megoldhatd. Az &blités folytatasa.

Ha az eszk6z hasznalata soran vagy annak hasznalata kdvetkeztében silyos
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

Katalégusszam

Lasd a hasznalati utasitast

Gyartasi tétel kddja

Meghatalmazott képviseld Az Eurdpai Unié megfelel6ségi
[=Tr] ez Eurspai kozosségben/ € nyilatkozata (az IVDR 2017/746
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Eurdpai Unidban meghatérozésa szerint)

[1i
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Hémérsékleti hatarértékek Vigyazat!

Gyartési datum Importér

A svajci hivatalos képvisel6t jeldli
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Elérhetoségek

Megrendelés leadasahoz latogasson el weboldalunkra: SigmaAldrich.com. Mlszaki segitségért
latogasson el weboldalunkra: SigmaAldrich.com/techservice.

Atdolgozasi el6zmények
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Athelyezve az (j sablonba a jelenlegi markajelzéssel. A professzionalis hasznlatra
vonatkozd megallapitas leirdsa a rendeltetésszer(i hasznalat és az dvintézkedések
részekben. A rendeltetésszerli hasznalatra vonatkozd részek atdolgozésa az IVDR
iranyelveknek valé megfelelés érdekében. Az Anyagbiztonsagi adatlap frissitése
Biztonsagi adatlapra. Az elérhet8ségek frissitése. A mintagy(jtés soran a CLSI
kovetésére vonatkozo utasitas eltavolitdsa. Az EN 980-as szabvany szerinti jelzések
eltdvolitasa és az EN ISO 15223-1:2021 szabvény jelzéseire valtoztatdsa. A
nemkivanatos eseményekkel kapcsolatos elérhetéségek hozzaadasa. Az 5. hivatkozas
eltavolitasa. Figyelmeztetések és veszélyek hozzdadasa. A CH-REP informacid
hozzaadva.
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Sigma-Aldrich.

Navod k pouziti

Sada leukocytarni kyseliny
fosfatazy (TRAP)

Postup ¢. 387

[vo] Cé€

Uréené pouziti

Soupravy Sigma-Aldrich acidicka fosfatdza jsou uréeny pro obecné laboratorni pouZiti jako
histologické barvivo. Reagencie acidické fosfatazy jsou urceny pouze pro profesionalni ,diagnostické
pouziti in vitro®. Tento manualni, kvalitativni, histochemicky postup prokazuje aktivitu acidické
fosfatdzy v leukocytech lidské krve, kostni dfené a tkariovych dotykovych preparatech. Histologicka
vizualizace acidické fosfatdzy asociované s leukocyty je unikatni technikou, kterd se v soucasnosti v
mediciné bézné pouziva.

Pouziti substituovanych naftol AS fosfatl ve spojeni s diazoniovymi solemi pro detekci kyselé
fosfatdzy v lidskych leukocytech bylo poprvé zminéno Goldbergem a Barkou.! Postup spole¢nosti
Sigma-Aldrich pro prokazani tohoto enzymu vyuZivé naftol AS-BI fosfat a cerstvé diazotovanou st
Fast Garnet GBC. Druha uvedena slouenina byla vybrana, protoze se pfi kyselém pH rychle spojuje
a vytvari vysoce nerozpustna depozita barviv.

Vétsina postupll, véetné postup poskytovanych spoleénosti Sigma-Aldrich, pouziva stabilni
diazoniové soli. Ty vznikaji reakci arylaminu s dusitanem sodnym v kyselém prostfedi.? Vysledny
chlorid diazonny (obvykle nestabilni) pak mize byt o$etien slou¢eninami, jako je chlorid zine¢naty,
siran zine¢naty nebo naftalen-1,6-disulfonat, za vzniku stabilnich soli. Tyto stabilizadtory mohou
vyrazné inhibovat nékteré enzymatické systémy, zatimco chloridy diazonné jsou méné inhibi¢ni.?

Z tohoto diivodu nyni spole¢nost Sigma-Aldrich poskytuje pro cytochemii kyselé fosfatazy stabilni
roztok zakladu Fast Garnet GBC a dusitanu sodného. Pro dalsi zjednoduseni této metody je rovnéz
zahrnut stabilni vodny roztok naftol AS-BI fosfatu. Dostupnost téchto stabilnich roztokd umozniuje
uzivatellim prizplsobit objemy cinidel konkrétnim potfebam, a eliminovat tak odpad.

Podle postupu spole¢nosti Sigma-Aldrich se krevni natéry inkubuji v roztoku obsahujicim naftol
AS-BI kyselinu fosfore¢nou a Cerstvé diazotovany Fast Garnet GBC. Duplicitni natéry Ize oSetfit
roztokem obsahujicim L(+)-vinat. Naftol AS-BI, uvolnény enzymatickou hydrolyzou, se okamzité
spojuje s ¢inidlem Fast Garnet GBC a vytvafi na mistech aktivity nerozpustna depozita kastanové
barvy. Buriky obsahujici kyselou fosfatazu citlivou na kyselinu vinnou nejsou aktivni. Tyto
mononuklearni bufiky obsahujici fosfatézu rezistentni vii¢i kyseliné vinné nejsou timto osetfenim
ovlivnény.

Cinidla
Roztok naftol AS-BI kyseliny fosfore€né (kat. ¢. 3871-10ML)
Naftol AS-BI kyselina fosfore¢na, 12,5 mg/ml

Zakladni roztok Fast Garnet GBC (kat. ¢. 3872-10ML)

Zakladni roztok Fast Garnet GBC, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, v 0,4 mol/I kyseliny chlorovodikové se
stabilizatorem. Nebezpedi. Zdravi Skodlivy pfi poziti. Zplisobuje tézké poleptani kiize a poskozeni
odi. Mize vyvolat alergickou kozni reakci. Mdze zplsobit rakovinu.

Roztok acetatu (kat. ¢. 3863-50ML)

Acetatovy pufr, 2,5 mol/l, pH 5,2 £ 0,1

Roztok vinanu (kat. ¢. 3873-10ML)

L(+)-vinanovy pufr, 0,335 mol/l, pH 4,9 % 0,1. Varovani. Zplisobuje mirné podrazdéni kize.
Roztok dusitanu sodného (kat. ¢. 914-10ML)

Dusitan sodny, 0,1 mol/I

Roztok citratu (kat. ¢. 915-50ML)

Kyselina citronovd, 18 mmol/l, citronan sodny, 9 mmol/I, chlorid sodny, 12 mmol/I a povrchové
aktivni latka, pH 3,6 £ 0,1

Roztok hematoxylinu podle Gilla €. 3 (kat. ¢. GHS3-50ML)

Hematoxylin, certifikovany, 6,0 g/, C.I. 75290 jodi¢nan sodny, 0,6 g/I, siran hlinity, 52,8 g/I a
stabilizatory. Nebezpedi. Zdravi Skodlivy pfi poziti. Zplsobuje vazné poskozeni odi. Pouzivejte
ochranné rukavice / ochranu oci / ochranu obliceje.

Potfebné specialni materidly, které nejsou soucasti dodavky

e Aceton, ACS cinidlo

e Formaldehyd, 37%

Skladovani a stabilita

Uchovavejte roztok hematoxylinu p¥i pokojové teploté (18-26 °C). Chrarite pred svétlem. Na Stitku
¢inidla je uvedeno datum spotfeby.

Uchovavejte roztok naftol AS-BI kyseliny fosforecné, zékladni roztok Fast Garnet GBC, roztok
acetatu, roztok vinanu, roztok dusitanu sodného a roztok citratu pfi teploté 2-8 °C.

Uchovavejte fixacni roztok v chladu (2-8 °C). Pfed pouzitim zahfejte na 18-26 °C. Stabilni az
2 mésice, pokud je uchovavan pevné uzavieny v chladnic¢ce. Pokud zaznamenate odpareni, fixacni
roztok zlikvidujte a pfipravte Cerstvy.

Znehodnoceni

Roztok naftol AS-BI kyseliny fosforecné, roztok vinanu by mél byt zlikvidovan, pokud se
objevi zékal.

Roztok citratu je vhodny pro pouziti, pokud nedochézi k mikrobialnimu réistu.

Pokud roztok hematoxylinu zhnédne (nadmérné okysliceny ze vzduchu) nebo zfialovi (ztrata
kyselosti), mél by byt zlikvidovan.

Pfiprava
Cinidla jsou dodavéana ptipravena k pouziti.

PFipravte fixacni roztok tak, Ze smichate 25 ml roztoku citratu, 65 ml acetonu a 8 ml 37%
formaldehydu. VloZte do sklenéné lahvicky a pevné uzaviete.

Bezpecnostni opatreni

Tyto diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro jsou uréeny pro diagnostické pouziti in vitro v
klinickém laboratornim prosttedi. Tyto diagnostické zdravotnické prostiedky in vitro jsou uréeny
pouze pro profesiondlni 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 mikroskopt a jiného
laboratorniho vybaveni a jejich barevné vidéni a ostrost zraku jsou dostatecné pro rozliseni barev
a rliznych objektd pod mikroskopem.

Pfi zachazeni s laboratornimi ¢inidly dodrzujte bézna bezpecnostni opatteni. Odpad zlikvidujte
podle vech mistnich, regionélnich ¢ narodnich predpisd.

Postup

Odbér vzorkd

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

Lze pouzit natéry krve a kostni dfené, tkanové preparéty a cytocentrifugacni preparaty. Jako
antikoagulancia poslouzi bud’ EDTA, nebo heparin. Natéry krve nebo kostni dfené mohou byt
uchovavany pti pokojové teploté (18-26 °C) po dobu nékolika tydndl nebo bez fixace po dobu
nékolika dnli bez znatelné zmény aktivity.? Neposilejte pInou krev k analyze do jinych laboratofi.
Posilejte fixovana nebo nefixovana sklicka. Sklicka by méla byt béhem pfepravy uchovavéana v
chladu. Nechejte natéry uschnout nejméné 1 hodinu pred fixaci.

Poznamky
Ucinnost testl by méla byt monitorovéna zahrnutim krevniho natéru od zdravého jedince.

Postup

1. Predehfejte dostate¢né mnozstvi deionizované vody pro celodenni pouziti na 37 °C. Pred
pouzitim zkontrolujte teplotu.

2. Fixacni roztok zahfejte na pokojovou teplotu (18-26 °C). Zafixujte sklicka ponofenim do
fixac¢niho roztoku na 30 sekund. Dlkladné proplachnéte v deionizované vodé: Nedovolte,
aby skli¢ka vyschla.

3. Do kazdé ze 2 zkumavek pFidejte 0,5 ml zakladniho roztoku Fast Garnet GBC a 0,5 ml roztoku
dusitanu sodného. Michejte jemnym prekldpénim po dobu 30 sekund. Nechte odstat 2 minuty.

4. Oznacte dvé 100ml kadinky A a B a za michani pridejte nasledujici:

Kéadinka A Kadinka B

Deionizovana voda predehfata na 37 °C 45 ml 45 ml
Diazotizovany roztok Fast Garnet GBC (krok 3) 1,0 ml 1,0 ml
Roztok naftol AS-BI fosfatu 0,5 ml 0,5ml
Acetdtovy roztok 2,0 ml 2,0 ml
Roztok vinanu 1,0 ml

5. Oznacte Coplinovy nadoby A a B a pfeneste roztoky z kadinek do pfislusné Coplinovy nadoby.
Ohfejte roztoky v nadobach ve vodni lazni na 37 °C. Pfed pfidanim sklicek zkontrolujte, zda je
teplota 37 °C.

6. Pridejte sklicka do Coplinovych nadob a inkubujte 1 hodinu ve vodni lazni o teploté 37 °C
chranéné pred svétlem.

7. Po 1 hodiné diikladné oplachnéte sklicka v deionizované vodé, poté kontrastné barvéte

2 minuty v roztoku hematoxylinu dle Gilla ¢. 3.

Neékolik minut oplachujte v alkalické vodé z vodovodu az na modra jadra.

9. Vysuste na vzduchu a mikroskopicky vyhodnotte. Neni doporuéeno pouzivat kryci skli¢ko,
protoze barvivo ¢asem vybledne.

Pracovni charakteristiky
Vysledky

Barvené krevni natéry jsou hodnoceny subjektivné na ptitomnost nebo neptitomnost retikulocytd.
PFi absenci kyseliny vinné vykazuje vétsina leukocytl zrnitd mista aktivity. PFi inkubaci ve vinanu
mohou byt ob¢as pozorovany granule v lymfocytech a nékterych specializovanych makrofazich.*
U krevnich natérd je pozitivni reakce oznacena pritomnosti vice nez dvou bunék s difizni a
intenzivni aktivitou, tj. vice nez 40 granuli.* Pro vyhodnoceni Golgiho barveni, charakteristického
pro lymfocyty thymu (T-lymfocyty), se doporucuje postup ¢. 181 spole¢nosti Sigma-Aldrich.

®

Aktivita kyselé fosfatézy se v cytoplazmé vétsiny leukocytd jevi jako fialové a2 tmavé
cervené granule.

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

Analytické pracovni charakteristiky

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

Kat. €. Popis Cil Specifi¢nost  Citlivost Specificnost  Citlivost
produktu v ramci v ramci mezi mezi
testu testu testy testy
Roztok naftol AS-BI Mista
3871 kyseliny fosforecné  aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Zakladni roztok Fast ~ Mista
3872 Garnet GBC aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
. Mista
3873 Roztok vinanu aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
3863 Acetatovy roztok Mi§t.a 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
aktivity
Roztok dusitanu Mista
914 sodného aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
915 Roztok citratu Mi§tfa 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
aktivity
GHs3 Roztok hematoxylinu 44, 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3

podle Gilla ¢. 3
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Varovani a rizika

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

387A:

H290 MZe byt korozivni pro kovy.

H302 zdravi Skodlivy pfi poziti.

H314 Zplsobuje téZké poleptani kiize a poskozeni odi.

H350 Mze zplsobit rakovinu.

H373 Mize zplsobit poskozeni organd (ledviny) pFi dlouhodobé nebo opakované expozici pfi poZiti.
P202 Nemanipulujte, dokud si nepfectete a neporozumite vSem bezpecnostnim opatfenim.

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

P301 + P312 PRI POZITI: Pokud se necitite dobre, volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACN{
stredisko / lékare.

P303 + P361 + P353 PRI STYKU S KUZI (nebo s vlasy): Okamzité si sviéknéte viechny
kontaminované odévy. Oplachnéte pokozku vodou.

P304 + P340 + P310 PRI VDECHNUTI: Odvedte postjieného navée['stvyz vzduch a zajistéte mu
pohodIné dychani. Okam?Zité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO / Iékare.

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

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

Definice symboli
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)

Autorizovany zastupce v Evropském C E
spoleenstvi / Evropské unii

Diagnosticky zdravotnicky

Datum spotfeby prostfedek in vitro

Upozornéni

-
/i’ Teplotni limit
il

Datum vyroby Dovozce

Oznacuje autorizovaného zastupce
ve Svycarsku

Reference

1. Goldberg AF, Barka T: Acid phosphatase activity in human blood cells. Nature 189:297 1962
2. Burstone MS: In Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms.
Academic Press, New York, 1962, pp 88-113

3. Janckila A, Li CY, et al: The Cytochemistry of the Tartrate-Resistant Acid Phosphatase - Technical
considerations. Am J Clin Pathol 70:45, 1978

4. Sun T: Atlas of Cytochemistry and Immunochemistry of Hematologic Neoplasms. American Society
of Clinical Pathologists Press, Chicago, 1985, pp 28, 119

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
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Rev. 5.0 2023
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k dosazeni souladu s pokyny IVDR. Aktualizovany bezpecnostni list materialu k
bezpecnostnimu listu. Aktualizované kontaktni informace. Odstranén pokyn k dodrzeni

CLSI pro odbér vzork{i. Odstranéna norma EN 980 a zmé&n&na na normu I Sigma-Aldrich, Inc.,

3050 Spruce Street,

St. Louis, MO 63103 USA
an affiliate of Merck KGaA,
Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

EN ISO 15223-1:2021 pro symboly. PFidany kontaktni informace pro pfipad
nezadouci udalosti. Odstranéna reference Cislo 5. Pfidana varovani a rizika.
PFidany informace CH-REP.
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5000 Aarau
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Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,
Germany

Pocate¢ni M a Sigma-Aldrich jsou ochranné zndmky spolec¢nosti Merck KGaA, Darmstadt, Némecko nebo jejich
pridruzenych spole¢nosti. Véechny ostatni ochranné zndmky jsou majetkem pfislu$nych vlastnik{. Podrobné

informace o ochrannych znamkach jsou k dispozici prostrednictvim vefejné pristupnych zdrojd.

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

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

Bruksanvisning

Leukocyttsyrefosfatase (TRAP)-
sett

Prosedyre nr. 387

MILIBPORR
C€ SiGMa

Tiltenkt bruk

Sigma-Aldrich syrefosfatase-sett er ment & vaere en generell histologisk fargelgsning for bruk

i et laboratorium. Syrefosfatase-reagenser er kun for profesjonell "in vitro-diagnostisk bruk".

Denne manuelle, kvantitative og histokjemiske prosedyren demonstrerer syrefosfataseaktivitet i
leukocytter i menneskeblod, benmargsfilmer eller vevsbergringsavtrykk. Histologisk visualisering av
leukocytt-forbundet syrefosfatase er en unik teknikk som ofte brukes innen medisin.

Bruk av substituerte naftol-AS-fosfater i forbindelse med diazoniumsalter for pavisning av sur
fosfatase i humane leukocytter ble forst rapportert av Goldberg og Barka.! Sigma-Aldrich-
prosedyren for 8 pavise dette enzymet benytter naftol-AS-Bl-fosfat og ferskt diazotisert Fast Garnet
GBC-salt. Sistnevnte forbindelse ble valgt fordi den kobler seg raskt ved sur pH, og danner sveert
ulgselige fargestoffavsetninger.

De fleste prosedyrer, inkludert de fra Sigma-Aldrich, benytter stabile diazoniumsalter. Disse dannes
ved 8 reagere et arylamin med natriumnitritt i et surt medium.? Det resulterende diazoniumkloridet
(som regel ustabilt) kan deretter behandles med forbindelser som sinkklorid, sinksulfat eller
naftalen-1,6-disulfonat, som danner stabile salter. Disse stabiliseringsmidlene kan utgve markert
hemming p& enkelte enzymsystemer, mens diazoniumkloridene er mindre hemmende.? Av denne
grunn tilbyr Sigma-Aldrich nd en stabil Igsning av Fast Garnet GBC-base og natriumnitritt for sur
fosfatase-cytokjemi. For & forenkle denne metoden ytterligere inng&r ogsé en stabil vandig Igsning
med naftol-AS-BI-fosfat. Tilgjengeligheten av disse stabile Igsningene gjgr at brukeren kan justere
volumene av arbeidsreagens etter behov, noe som eliminerer avfall.

I henhold til Sigma-Aldrich-prosedyren inkuberes blodfilmer i en Igsning som inneholder
naftol-AS-BI-fosforsyre og ferskt diazotisert Fast Garnet GBC. Dupliserte filmer kan behandles med en
lgsning som inneholder L(+)-tartrat. Naftol-AS-BI, frisatt ved bruk av enzymatisk hydrolyse, kobles
umiddelbart til Fast Garnet GBC og danner uopplgselige avleiringer av burgunderrgdt fargestoff pd
steder med aktivitet. Celler som inneholder vinsyresensitiv sur fosfatase, har ingen aktivitet. De
mononuklezere cellene som inneholder vinsyreresistent fosfatase, pavirkes ikke av slik behandling.

Reagenser

Naftol-AS-BI-fosforsyrelgsning (kat.nr. 3871-10ML)
Naftol-AS-BI-fosforsyre, 12,5 mg/ml

Fast Garnet GBC-baselgsning (kat.nr. 3872-10ML)

Fast Garnet GBC-base, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, i 0,4 mol/I saltsyre med stabiliseringsmiddel. Fare.
Farlig ved svelging. Gir alvorlige etseskader pa hud og gyne. Kan utigse en allergisk hudreaksjon.
Kan for8rsake kreft.

Acetatlgsning (kat.nr. 3863-50ML)

Acetatbuffer, 2,5 mol/l, pH 5,2 £ 0,1

Tartratlgsning (kat.nr. 3873-10ML)
L(+)-tartratbuffer, 0,335 mol/l, pH 4,9 £ 0,1. Advarsel. Gir mild hudirritasjon.

Natriumnitrittigsning (kat.nr. 914-10ML)
Natriumnitritt, 0,1 mol/I.

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

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

Hematoksylin, sertifisert, 6,0 g/I, C.I. 75290, natriumjodat, 0,6 g/I, aluminiumsulfat, 52,8 g/l og
stabiliseringsmidler. Fare. Farlig ved svelging. Gir alvorlig gyeskade. Benytt vernehansker/gyevern/
ansiktsvern.

Spesielle materialer som kreves, men som ikke medfglger
e Aceton, ACS-reagens

e Formaldehyd, 37 %

Oppbevaring og stabilitet

Oppbevar hematoksylinlgsning i romtemperatur (18-26 °C). Beskytt mot lys. Utlgpsdato er angitt
pa reagensetiketten.

Oppbevar naftol-AS-BI-fosforsyrelgsning, Fast Garnet GBC-baselgsning, acetatlgsning,
tartratlgsning, natriumnitrittigsning og sitratlgsning ved 2-8 °C.

Oppbevar fikseringslgsning i kjgleskap (2-8 °C). Varm opp til 18-26 °C fgr bruk. Stabil i opptil
2 méneder ved oppbevaring godt lukket i kjgleskap. Hvis det observeres fordamping, m&
fikseringslgsningen kasseres og fremstilles p& nytt.

Forringelse
Naftol-AS-BI-fosforsyreopplgsning, tartratlgsning bgr kasseres hvis den blir uklar.
Sitratlgsningen er egnet for bruk ved fravaer av mikrobiell vekst.

Hematoksylinlgsning skal kastes hvis Igsningen blir brun (overoksidert fra luft) eller lilla (tap av
surhet).

Fremstilling

Reagenser leveres klare til bruk.

Fremstill fikseringslgsning ved & kombinere 25 ml sitratlgsning, 65 ml aceton og 8 ml 37 %
formaldehyd. Plasser i en glassflaske og lukk godt igjen.

Forsiktighetsregler

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

ene er kun for profesjonell bruk av kvalifisert personell. Sigma-Aldrich-IVD-er kan betjenes av
laboratoriepersonell som er oppleert i & hdndtere humane prgver 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 folges. 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.

Blod, benmargsfilmer, vevsbergringsavtrykk og cytosentrifugepreparater kan brukes. Enten EDTA
eller heparin fungerer som antikoagulanter. Blod- eller benmargsfilmer kan oppbevares fiksert i
romtemperatur (18-26 °C) i flere uker eller ufiksert i flere dager uten merkbar endring i aktivitet.?
Send ikke fullblod til analysering p& andre laboratorier. Send fikserte eller ufikserte objektglass.
Objektglass bgr oppbevares kjglig under transport. La filmen tgrke minst 1 time fgr fiksering.

Merknader
Testytelsen bgr overvékes ved & inkludere blodfilmer fremstilt fra en frisk person.

Prosedyre
1. Forvarm nok avionisert vann til én dags bruk til 37 °C. Kontroller temperaturen for bruk.
2. Romtemperer (18-26 °C) fikseringslgsningen. Fikser objektglass ved 8 senke dem ned i
fikseringslgsning i 30 sekunder. Skyll grundig i avionisert vann: Objektglassene skal ikke
lufttgrkes.
3. I hvert av de to testrgrene tilsetter du 0,5 ml Fast Garnet GBC-baselgsning og 0,5 ml
natriumnitrittigsning. Bland ved & snu opp ned varsomt i 30 sekunder. La st i 2 minutter.
4. Merk to 100 ml begre A og B og tilsett fglgende mens du blander:
Beger A Beger B
Avionisert vann forvarmet til 37 °C 45 ml 45 ml
Diazotisert Fast Garnet GBC-lgsning (trinn 3) 1,0 ml 1,0 ml
Naftol-AS-BI-fosfatlgsning 0,5ml 0,5 ml
Acetatlgsning 2,0 ml 2,0 ml
Tartratlgsning _ 1,0 ml
5. Merk Coplin-beholderne A og B og overfgr Igsninger fra begre til den egnede Coplin-
beholderen. Varm Igsningene i beholdere til 37 °C i vannbad. Sjekk at temperaturen er 37 °C
for du legger til objektglass.
6. Legg objektglass i Coplin-beholdere og inkuber 1 time i 37 °C vannbad beskyttet mot lys.
7. Etter 1 time, skyll objektglassene grundig i avionisert vann, og kontrastfarg deretter
i 2 minutter i hematoksylinlgsning, Gill-nr. 3.
8. Skyll flere minutter i alkalisk vann fra springen til bl kjerner.
9. Luftterk og evaluer mikroskopisk. Dekkglass anbefales ikke, siden fargen falmer med tiden.
Ytelsesegenskaper
Resultater

Fargede blodfilmer blir vanligvis evaluert subjektivt for tilstedevaerelse eller fravaer av tartratresistent
enzym. I fraveer av vinsyre viser de fleste leukocytter granulzere aktivitetssteder. Nar inkubert

med tartrat, kan en og annen granul observeres i lymfocytter og noen spesialiserte makrofager.?

I blodutstryk er en positiv reaksjon angitt ved tilstedeveerelse av mer enn to celler med diffus og
intens aktivitet, dvs. mer enn 40 granuler. For & evaluere Golgi-farging, karakteristisk for thymus-
deriverte lymfocytter (T-celler), anbefales Sigma-Aldrich-prosedyre nr. 181.

Sur fosfatase-aktivitet vises som lilla til mgrkergde granuler i cytoplasmaet til de fleste leukocytter.

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

Analytiske ytelsesegenskaper

De analytiske ytelsesresultatene for de gitte testene utfgrt pd alle mélIstrukturer bekrefter 100 %
falsomhet, spesifisitet og repeterbarhet.

Kat. Produkt- Mal Spesifisitet Fglsomhet Spesifisitet Fglsomhet
nr. beskrivelse innen innen mellom mellom
analyse analyse analyser analyser
Steder
Naftol-AS-BI-
3871 fosforsyrelgsning aklti]sget 3av3 3av3 3av3 3av3
Steder
3872 TestGamet GBC- - g 3av3 3av3 3av3 3av3
aselgsning aktivitet
Steder
3873 Tartratlgsning med 3av3 3av3 3av3 3av3
aktivitet
Steder
3863 Acetatlgsning med 3av3 3av3 3av3 3av3
aktivitet
Steder
914  Natriumnitrittlgsning med 3av3 3av3 3av3 3av3
aktivitet
Steder
915 Sitratlgsning med 3av3 3av3 3av3 3av3
aktivitet
GHs3  Hematoksylinlos- oo 343 3av3 3av3 3av3

ning, Gill-nr. 3
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Advarsler og farer
Se sikkerhetsdatablad og produktmerking for oppdatert risiko-, fare- eller sikkerhetsinformasjon.

387A:

X

H290 Kan veere etsende for metaller.

H302 Farlig ved svelging.

H314 Gir alvorlige etseskader p& hud og gyne.

H350 Kan fordrsake kreft.

H373 Kan for8rsake organskader (nyrer) ved langvarig eller gjentatt eksponering.

P202 Skal ikke handteres fgr alle advarsler er lest og oppfattet.

P280 Benytt vernehansker/verneklzer/gyevern/ansiktsvern.

P301 + P312 VED SVELGING: Kontakt et GIFTINFORMASJONSSENTER / en lege ved ubehag.

P303 + P361 + P353 VED HUDKONTAKT (eller héret): Tilsglte kleer ma fjernes straks. Skyll huden
med vann.

P304 + P340 + P310 VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og serg for at vedkommende har
en stilling som letter &ndedrettet. Kontakt umiddelbart et GIFTINFORMASIONSSENTER / en lege.

P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjore. Fortsett skyllingen.
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 for-dato utstyr

,ﬁ’ Temperaturgrense Forsiktighetsregel

Produksjonsdato % Importer
Angir autorisert representant i
Sveits
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Sigma-Aldrich.

Kullanma Talimati

Lokosit Asit Fosfataz (TRAP) Kiti

Prosedir No. 387

q3 MIiIWLPORR

Kullanim Amaci

Sigma-Aldrich Asit Fosfataz kitleri genel laboratuvar kullanimi igin histolojik boya olarak
tasarlanmistir. Asit Fosfataz reaktifleri yalnizca profesyonel "in Vitro Tani Amagli Kullanim"
igindir. Bu manuel, kalitatif, histokimyasal proseddr, insan kani, kemik iligi ve doku dokundurma
preparatlarinin |okositlerinde, asit fosfataz aktivitesini gésterir. Lokositle baglantili asit fosfatazin
histolojik olarak gorsellestiriimesi, su anda tipta yaygin olarak kullanilan benzersiz bir tekniktir.

insan Iékositlerinde asit fosfatazin saptanmasi icin ikame edilmis naftol AS fosfatlarin diazonyum
tuzlari ile birlikte kullanimi ilk olarak Goldberg ve Barka tarafindan rapor edilmistir.! Bu enzimi
gostermek igin kullanilan Sigma-Aldrich prosediriinde, naftol AS-BI fosfat ve yeni diazotize edilmis
hizli garnet GBC tuzu kullanilir. ikinci bilesik, asit pH'ta hizla birleserek yiiksek oranda ¢dziinmez
boya birikintileri olusturdugu igin segilmistir.

Sigma-Aldrich tarafindan saglananlar da dahil olmak tzere gogu prosedirde stabil diazonyum
tuzlan kullanihir. Bunlar, bir asit ortaminda arilamin ile sodyum nitritin reaksiyona sokulmasiyla
olusturulur.?2 Ortaya gikan diazonyum kloriir (genellikle instabil), daha sonra stabil tuzlar olusturan
cinko klortr, ginko silfat veya naftalin-1,6-distlfonat gibi bilesiklerle islenebilir. Bu stabilizatorler,
bazi enzimatik sistemler lizerinde belirgin inhibisyon uygulayabilirken, diazonyum klorirler daha

az inhibitérdir.?2 Bu nedenle, Sigma-Aldrich artik asit fosfataz sitokimyasi igin stabil bir hizli garnet
GBC bazi ve sodyum nitrit ¢zeltisi saglamaktadir. Bu yontemi daha da basitlestirmek igin, stabil bir
sulu naftol AS-BI fosfat da dahil edilmistir. Bu stabil gozeltilerin mevcudiyeti, kullanicilarin calisma
reaktifi 6lgllerini ihtiyaca gore ayarlayarak israfi ortadan kaldirmasina olanak tanir.

Sigma-Aldrich prosedtriine gore kan filmleri, naftol AS-BI fosforik asit ve yeni diazotize edilmis
hizli garnet GBC igeren bir gozelti icinde inkiibe edilir. Kopya filmler, L(+)-tartarat iceren bir gozelti
ile islenebilir. Enzimatik hidrolizle salinan Naftol AS-BI, aktivite bolgelerinde ¢oziiniir kestane rengi
boya birikintilerinde hizli garnet GBC olusumuyla hemen birlesir. Tartarik aside duyarli asit fosfataz
iceren hicreler aktivite gostermez. Tartarik aside direngli fosfataz igeren bu mononikleer hiicreler
bu tir bir islemden etkilenmez.

Reaktifler
Naftol AS-BI Fosforik Asit Cozeltisi (Kat. No. 3871-10ML)
Naftol AS-BI fosforik asit, 12,5 mg/mL.

Hizli Garnet GBC Baz Cozeltisi (Kat. No. 3872-10ML)

Hizli garnet GBC baz, 7,0 mg/mL, C.I. 11160, 0,4 mol/L hidroklorik asit iginde stabilizator ile.
Tehlike. Yutulmasi halinde zararlidir. Ciddi cilt yaniklarina ve géz hasarina neden olur. Alerjik cilt
reaksiyonuna neden olabilir. Kansere neden olabilir.

Asetat Cozeltisi (Kat. No. 3863-50ML)
Asetat tamponu, 2,5 mol/L, pH 5,2 £ 0,1.

Tartarat Cozeltisi (Kat. No. 3873-10ML)
L(+)-Tartarat tamponu, 0,335 mol/L, pH 4,9 + 0,1. Uyari. Hafif cilt tahrisine neden olur.

Sodyum Nitrit Cozeltisi (Kat. No. 914-10ML)
Sodyum nitrit, 0,1 mol/L.

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

Hematoksilen Cozeltisi, Gill No. 3 (Kat. No. GHS3-50ML)

Hematoksilen, sertifikali, 6,0 g/L, C.I. 75290, sodyum iyodat, 0,6 g/L, aluminyum silfat, 52,8 g/L
ve stabilizatorler. Tehlike. Yutulmasi halinde zararhdir. Ciddi g6z hasarina neden olur. Koruyucu
eldiven/g6z koruyucu/ytiz koruyucu kullanin.

Saglanmayan Gerekli Ozel Malzemeler

e Aseton, ACS Reaktifi

e Formaldehit, %37

Saklama ve Stabilite

Hematoksilen Cozeltisini oda sicakhiginda (18-26°C) saklayin. Isiktan koruyun. Reaktif etiketlerinde
son kullanma tarihi bulunur.

Naftol AS-BI Fosforik Asit Cozeltisi, Hizll Garnet GBC Baz Gozeltisi, Asetat Cozeltisi, Tartarat
Cozeltisi, Sodyum Nitrit Cozeltisi ve Sitrat Cozeltisini 2-8°C'de saklayin.

Fiksatif Cozeltiyi buzdolabinda (2-8°C) saklayin. Kullanmadan 6nce 18-26°C'ye isitin. Agzi sikica
kapali olarak buzdolabinda saklanirsa 2 aya kadar stabildir. Buharlasma gérdliirse Fiksatif Cozeltiyi
atin ve yenisini hazirlayin.

Bozulma

Bulaniklik olusursa Naftol AS-BI Fosforik Asit Cozeltisi, Tartarat Cozeltisi atiimahdir.

Sitrat gbzeltisi, gorinir mikrobiyal biyimenin olmadigi durumlarda kullanima uygundur.

Gozelti kahverengiye donerse (havadan asiri oksitlenme) veya mora donerse (asidite kaybr)
Hematoksilen Cozelti atilmahdir.

Hazirlama
Reaktifler kullanima hazir olarak saglanir.

25 mL Sitrat Gozeltisi, 65 mL aseton ve 8 mL %37 formaldehiti birlestirerek Fiksatif Cozeltiyi
hazirlayin. Cam siseye koyun ve agzini sikica kapatin.

Onlemler

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

Laboratuvar reaktiflerini kullanirken uygulanan normal énlemlere 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.

Kan, kemik iligi filmleri, doku dokundurma preparatlari ve hiicre santrifiij preparatlari kullanilabilir.
EDTA veya heparin, antikoagllan gorevi gorecektir. Kan veya kemik iligi filmleri, aktivitede

kayda deger bir degisiklik olmaksizin oda sicakliginda (18-26°C) fiksasyon ile birkag hafta veya
fiksasyon olmadan birkag giin saklanabilir.> Diger laboratuvarlarda tahlil igin tam kani géndermeyin.
Fiksasyonlu ve fiksasyonsuz lamlari génderin. Tagima sirasinda lamlar soguk kalmalidir.
Fiksasyondan en az 1 saat 6nce filmlerin kurumasini bekleyin.

Notlar
Test performansi, saglikli bir kisiden hazirlanan kan filmleri dahil edilerek izlenmelidir.

Prosedur

1. Bir glnluk kullanim igin yeterince deiyonize suyu 6nceden 37°C'ye isitin. Kullanmadan énce
sicakligi dogrulayin.

2. Fiksatif Cozeltiyi oda sicakligina (18-26°C) getirin. Fiksatif Cozeltiye daldirarak lamlara
30 saniye fiksasyon uygulayin. Deiyonize suda iyice durulayin: Lamlarin kurumasina izin
vermeyin.

3. 2 test tlpunin her birine 0,5 mL Hizli Garnet GBC Baz Cozeltisi ve 0,5 mL Sodyum Nitrit
Gozeltisi ekleyin. Hafifge ters gevirerek 30 saniye karistirin. 2 dakika bekletin.

4. iki adet 100 mL'lik beheri A ve B olarak etiketleyin ve karistirirken asagidakileri ekleyin:

Beher A Beher B
Onceden 37°C'ye isitilmis deiyonize su 45 mL 45 mL
Diazotize Hizli Garnet GBC Cozeltisi (Adim 3) 1,0 mL 1,0 mL
Naftol AS-BI Fosfat Cozeltisi 0,5 mL 0,5 mL
Asetat Cozeltisi 2,0 mL 2,0 mL
Tartarat Cozeltisi _ 1,0 mL

5. Coplin kavanozlarini A ve B olarak etiketleyin ve ¢ozeltileri beherlerden uygun Coplin
kavanozlarina aktarin. Cozeltileri kavanozlarda 37°C'ye kadar su banyosu ile isitin. Lamlari
eklemeden 6nce sicakhgin 37°C'de oldugunu dogrulayin.

6. Lamlar Coplin kavanozlarina ekleyin ve isiktan koruyarak 37°C su banyosunda 1 saat inkibe edin.

7. 1 saat sonra lamlar deiyonize suda iyice durulayin, ardindan Hematoksilen Gozeltisi,

Gill No. 3 iginde 2 dakika zit boyama yapin.

8. Mavi gekirdek olugana kadar alkali musluk suyunda birka¢ dakika durulayin.

9. Kurumaya birakin ve mikroskobik olarak degerlendirin. Boya zamanla soldugu igin lamel
tavsiye edilmez.

Performans Ozellikleri

Sonuglar

Boyali kan filmleri genellikle tartarata direngli enzimin varhidi veya yoklugu agisindan subjektif
olarak degerlendirilir. Tartarik asit olmadigi durumlarda, gogu I6kosit graniler aktivite alanlar
gosterir. Tartarat ile inkibe edildiginde, lenfositlerde ve bazi 6zel makrofajlarda ara sira bir grandil
go6zlemlenebilir.* Kan smear'larinda pozitif reaksiyon, yaygin ve yogun aktiviteye sahip ikiden fazla
hticrenin, yani 40'tan fazla grantilin varhidiyla gésterilir.* Timus kaynakl lenfositlerin (T hiicreleri)
ozelligi olan Golgi boyamasini degerlendirmek igin Sigma-Aldrich Prosediri No. 181 &nerilir.

Asit Fosfataz aktivitesi, cogu I6kositin sitoplazmasinda morumsu ila koyu kirmizi granller olarak
goérindr.

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

Analitik Performans Ozellikleri

Tum hedef yapilar izerinde yurtilen belirli testlere ait analitik performans sonuglari
%100 duyarlilik, 6zgullik ve tekrarlanabilirligi dogrulamaktadir.

Kat. Uriin Tanimi Hedef Tahlil ici Tahlilici  Tahliller  Tahliller
No. Ozgiilliik Duyarhlik Arasi Arasi
Ozgiillik Duyarhihk
Naftol AS-BI Fosforik Aktivite ' i . i
3871 asit Cozeltisi Bolgeleri 3te3 3te3 3te3 3te3
Hizli Garnet GBC Aktivite B B . '
3872 Baz Cozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
" L Aktivite i . . '
3873 Tartarat Gozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
RS Aktivite B B . '
3863 Asetat Cozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Sodyum Nitrit Aktivite B B i i
914 Cozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
y RIS Aktivite . B i i
915 Sitrat Cozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
GHs3 . Hematoksilen  —opiiaiier  3te 3 3te 3 3te 3 3te 3

Cozeltisi, Gill No. 3
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Uyarilar ve Tehlikeler

Guncellenmis herhangi bir risk, tehlike veya gtivenlik bilgisi igin Glvenlik Veri Formuna ve triin
etiketine bakin.

387A:

H290 Metaller igin asindirici olabilir.

H302 Yutulmasi halinde zararlidir.

H314 Ciddi cilt yaniklarina ve g6z hasarina neden olur.
H350 Kansere neden olabilir.

H373 Yutulmasi halinde uzun sireli veya tekrarli maruziyet sonucu organlarda (bébrek) hasara
neden olabilir.

P202 Tum guvenlik 6nlemleri okunup anlasilmadan elleglemeyin.
P280 Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz koruyucu/ytiz koruyucu kullanin.

P301 + P312 YUTULMASI HALINDE: Kendinizi iyi hissetmiyorsaniz bir ZEHIR DANISMA MERKEZINi/
doktoru arayin.

P303 + P361 + P353 CILTLE (veya sagla) TEMASI halinde: Tiim kontamine giysilerinizi hemen
cikarin. Cildinizi suyla durulayin.

P304 + P340 + P310 SOLUNMASI HALINDE: Kisiyi temiz havaya gikarin ve rahatca nefes alabilecegi
bir durumda tutun. Derhal bir ZEHIR DANISMA MERKEZINi/doktoru arayin.

P305 + P351 + P338 GOZLE TEMASI HALINDE: Birkag dakika suda dikkatlice durulayin. Varsa ve
yapmasi kolaysa kontakt lensleri gikarin. Durulamaya devam edin.

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

Sembol Tanimlari
EN ISO 15223-1:2021'de tanimlanan semboller

Uretici Katalog Numarasi

Kullanma Talimatina bakin

Parti Kodu

Avrupa Toplulugu'nda/Avrupa

Avrupa Birligi Uygunluk Beyani
Birligi'nde Yetkili Temsilci

(IVDR 2017/746'da tanimlanmigtir)

n
m

Son Kullanma Tarihi in vitro tani amaglh tibbi cihaz

Sicaklik Siniri Dikkat

Uretim Tarihi

Isvigre'deki Yetkili Temsilciyi Belirtir

@3

ithalatg
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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.
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Kayttéohje

Leukosyyttien happaman
fosfataasin (TRAP) pakkaus

Menetelmanro 387

MILIBPORR
C€ SiGMa

Kayttotarkoitus

Sigma-Aldrichin happaman fosfataasin pakkaus on tarkoitettu histologiseen varjaykseen yleisessa
laboratoriokdytdssa. Happamat fosfataasireagenssit on tarkoitettu vain ammattikayttéon “in

vitro -diagnostiikassa”. Tama manuaalinen, kvalitatiivinen, histokemiallinen menetelma osoittaa
happaman fosfataasin toiminnan ihmisen verindytteiden, luuytimen tai kudoskosketusvalmisteiden
leukosyyteissa. Leukosyytteihin liittyvan happaman fosfataasin histologinen visualisointi on
ainutlaatuinen tekniikka, joka on nykyladketieteessa yleisessa kaytossa.

Goldberg ja Barka raportoivat ensimmaisina substituoitujen naftoli-AS-fosfaattien kdytosta yhdessa
diatsoniumsuolojen kanssa happaman fosfataasin havaitsemiseksi ihmisen leukosyyteissa.!
Sigma-Aldrichin menetelmd taman entsyymin osoittamiseksi hyédyntaa naftoli-AS-BI-

fosfaattia ja juuri diatsotoitua nopeaa granaatti-GBC-suolaa. Jélkimmainen yhdiste valittiin
ominaisuuksien ansiosta, silld se kytkeytyy nopeasti happamassa pH:ssa, jolloin vériainekertymien
liukenemattomuusaste on korkea.

Useimmissa menetelmissd, Sigma-Aldrichin menetelma mukaan lukien, kadytetdan stabiileja
diatsoniumsuoloja. Niitd muodostetaan aryyliamiinin ja natriumnitriitin véliselld reaktiolla
happovaliaineessa.? Muodostunut (yleensa epéstabiili) diatsoniumkloridi voidaan tdman jélkeen
kasitella stabiileja suoloja muodostavilla yhdisteilld, kuten sinkkikloridilla, sinkkisulfaatilla tai
naftaleeni-1,6-disulfonaatilla. Néama stabilointiaineet voivat aiheuttaa huomattavaa inhibitiota
joihinkin entsyymijdrjestelmiin, kun taas diatsoniumkloridit eivat ole yhta inhiboivia.? Tastd syysta
Sigma-Aldrich toimittaa nyt stabiilin nopean granaatti-GBC-pohjaliuoksen ja natriumnitriittiliuoksen
happaman fosfataasin solukemiaa varten. Menetelman yksinkertaistamiseksi pakkaus siséltaa
myds stabiilin naftoli-AS-Bl-fosfaatti-vesiliuoksen. Stabiilien liuosten saatavuus auttaa kayttéjia
saatamaan tyoskentelyreagenssien maaria tarpeen mukaan ja vahentamaan havikkia.

Sigma-Aldrichin menetelmdsséa veren sivelyvalmisteita inkuboidaan liuoksessa, joka siséltaa
naftoli-AS-BI-fosforihappoa ja juuri diatsotoitua nopeaa granaatti-GBC:ta. Sivelyvalmisteiden
kaksoiskappaleita voidaan kasitelld L(+)-tartraattia siséltavalla liuoksella. Entsymaattisen
hydrolyysin vapauttama naftoli-AS-BI kytkeytyy valittomasti nopeaan granaatti-GBC:hen ja
muodostaa liukenemattomia violetinruskeita varikertymia toiminta-alueille. Viinihappoherkkaa
hapanta fosfataasia siséltévissa soluissa ei ilmene toimintaa. Késittely ei vaikuta
viinihapporesistenttid fosfataasia sisaltaviin yksitumaisiin soluihin.

Reagenssit

Naftoli-AS-BI-fosforihappoliuos (luettelonro 3871-10ML)
Naftoli-AS-BI-fosforihappo, 12,5 mg/ml

Nopea granaatti-GBC-pohjaliuos (luettelonro 3872-10ML)

Nopea granaatti-GBC-pohja, 7,0 mg/ml, vari-indeksi 11160, stabilointiainetta sisaltdvassa
suolahapossa, jonka pitoisuus on 0,4 mol/I. Vaara. Haitallista nieltyn&. Voimakkaasti ihoa
syovyttavaa ja silmia vaurioittavaa. Voi aiheuttaa allergisen ihoreaktion. Saattaa aiheuttaa syépaa.

Asetaattiliuos (luettelonro 3863-50ML)
Asetaattipuskuri, 2,5 mol/l, pH 5,2 £0,1

Tartraattiliuos (luettelonro 3873-10ML)
L(+)-tartraattipuskuri, 0,335 mol/l, pH 4,9 +0,1. Varoitus. Arsyttaa lievasti ihoa.

Natriumnitriittiliuos (luettelonro 914-10ML)
Natriumnitriitti, 0,1 mol/I

Sitraattiliuos (luettelonro 915-50ML)

Sitruunahappo, 18 mmol/I, natriumsitraatti, 9 mmol/l, natriumkloridi, 12 mmol/l, ja pinta-aktiivinen
aine, pH 3,6 0,1

Hematoksyliiniliuos, Gillin nro 3 (luettelonro GHS3-50ML)

Hematoksyliini, sertifioitu, 6,0 g/I, vari-indeksi 75290, natriumjodaatti, 0,6 g/I, alumiinisulfaatti,
52,8 g/, ja stabilointiaineet. Vaara. Haitallista nieltyna. Voimakkaasti silmia vaurioittavaa. Kayta
suojakésineitd/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

Tarvittavat erityismateriaalit, jotka eivat sisally pakkaukseen

e Asetoni, ACS-reagenssi

¢ Formaldehydi, 37 %

Sailytys ja stabiilius

Sailytéd hematoksyliiniliuos huoneenldammdssa (18-26 °C). Suojattava valolta. Viimeinen
kayttopaiva on merkitty reagenssin etikettiin.

Sailyta naftoli-AS-BI-fosforihappoliuos, nopea granaatti-GBC-suolaliuos, asetaattiliuos,
tartraattiliuos, natriumnitriittiliuos ja sitraattiliuos 2-8 °C:ssa.

Sailyta fiksatiiviliuos jadkaapissa (2-8 °C). Lammitd 18-26 °C:n lampotilaan ennen kayttda. Liuos
on stabiili enintdan kaksi kuukautta, jos sitd sailytetdan tiiviisti suljettuna jadkaapissa. Havita
fiksatiiviliuos, jos haihtumista havaitaan, ja valmista uusi liuos.

Pilaantuminen
Naftoli-AS-BI-fosforihappoliuos, tartraattiliuos on havitettava, jos se samenee.

Sitraattiliuos soveltuu kaytettavéksi, kun mikrobikasvua ei ole.

Hematoksyliiniliuos on havitettava, jos liuos muuttuu ruskeaksi (ylioksidoitunut ilman
vaikutuksesta) tai violetiksi (happamuuden haviaminen).

Valmistelu
Reagenssit toimitetaan kayttdvalmiina.

Valmista fiksatiiviliuos yhdistamalld 25 ml sitraattiliuosta, 65 ml asetonia ja 8 ml 37-prosenttista
formaldehydid. Laita lasipulloon ja sulje se tiiviisti.

Varotoimet

Nama in vitro -diagnostiset (IVD) laitteet on tarkoitettu kaytettavaksi “in vitro -diagnostiikassa”
kliinisessa laboratorioymparistdssa. Nama IVD-laitteet on tarkoitettu vain patevan
ammattihenkildston kayttoon. In vitro -diagnostisia Sigma-Aldrich-laitteita saa kayttaa
laboratoriohenkildstd, joka on koulutettu kasittelemaan mahdollisesti tartuntavaarallisia
ihmisperaisia naytteita ja kdyttdmaan 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 maaraysten mukaisesti.

Menettely

Naytteenotto

Milldan tunnetulla testimenetelmélld ei voida tédysin taata, ettd veri- tai kudosndytteet eivat
tartuttaisi infektiota. Siksi kaikkia verijohdannaisia ja kudosnéaytteitd on pidettava mahdollisesti
tartuntavaarallisina.

Verta, luuytimen sivelyvalmisteita, kudoskosketusvalmisteita ja sytosentrifugivalmisteita

voidaan kayttaa. Antikoagulanttina kdytetaan joko EDTA:ta tai hepariinia. Veren tai luuytimen
sivelyvalmisteita voidaan sailyttaa kiinnitettyind huoneenlammadssa (18-26 °C) useita viikkoja tai
kiinnittdmattdmina useita paivia ilman huomattavaa muutosta toiminnassa.> Alé lahetd kokoverta
madritettavaksi toisiin laboratorioihin. Lahetd kiinnitettyja tai kiinnittdmattomia objektilaseja.
Objektilasit on pidettava viileind kuljetuksen aikana. Anna sivelyvalmisteiden kuivua véhintaan yksi
tunti ennen kiinnitysta.

Huomautukset

Testin suorituskykyéd on valvottava siséllyttamalla testiin terveeltd henkil6lta otetun
veren sivelyvalmiste.

Menettely
1. Esilammitd paivan tarpeiksi riittdva maara deionisoitua vettd 37 °C:seen. Tarkista lampétila
ennen kayt

2. Anna fiksatiiviliuoksen tasaantua huoneenlampdon (18-26 °C). Kiinnita objektilasit
upottamalla ne fiksatiiviliuokseen 30 sekunniksi. Huuhtele huolellisesti deionisoidussa
vedessa: Ala paasta objektilaseja kuivumaan.

3. Lisaa kumpaankin koeputkeen 0,5 ml nopeaa granaatti-GBC-pohjaliuosta ja 0,5 ml
natriumnitriittiliuosta. Sekoita kaéntelemalld varovasti 30 sekunnin ajan. Anna asettua
kaksi minuuttia.

4. Merkitse kaksi 100 ml:n dekantterilasia A ja B ja lisda seuraavat aineet samalla sekoittaen:

Dekantterilasi A Dekantterilasi B

Deionisoitu vesi, esildmmitetty 37 °C:seen 45 ml 45 ml
Diatsotoitu nopea granaatti-GBC-liuos (vaihe 3) 1,0 ml 1,0 ml
Naftoli-AS-BI-fosfaattiliuos 0,5 ml 0,5 ml
Asetaattiliuos 2,0 ml 2,0 ml
Tartraattiliuos 1,0 ml

5. Merkitse Coplin-astiat A ja B ja siirrd liuokset dekantterilaseista vastaaviin Copin-astioihin.
Lammita liuokset astioissa 37 °C:seen vesihauteessa. Tarkista ennen objektilasien lisaamista,
ettd lampdtila on 37 °C.

6. Lisaa objektilaseja Coplin-astioihin ja inkuboi yksi tunti 37 °C:n vesihauteessa
valolta suojattuna.

7. Kun tunti on kulunut, huuhtele objektilasit huolellisesti deionisoidussa vedessé ja vastavarjaa
sitten kaksi minuuttia hematoksyliiniliuoksessa, Gillin nro 3.

8. Huuhtele useita minuutteja eméaksisessa vesijohtovedessa, jotta tumat sinertyvat.

9. Anna kuivua ja arvioi mikroskooppisesti. Peitinlasien kayttamista ei suositella, silla variaine
haalistuu ajan kuluessa.

Suorituskykyominaisuudet

Tulokset

Tartraattiresistentin entsyymin lasnédolo varjatyissa veren sivelyvalmisteissa arvioidaan yleensa
subjektiivisesti. Mikéli viinihappoa ei ole, suurimmassa osassa leukosyytteja havaitaan granulaarisia
toiminta-alueita. Tartraatin kanssa inkuboituina lymfosyyteissa ja joissain erikoistuneissa
makrofageissa voidaan havaita satunnaisia granuloita.* Veren sivelyndytteissa positiivinen

reaktio ilmenee useammasta kuin kahdesta solusta, joissa on diffuusia ja voimakasta toimintaa,

eli yli 40 granulasta.* Kateenkorvasta perdisin oleville lymfosyyteille (T-solut) ominaisen Golgin
varjayksen arviointiin suositellaan Sigma-Aldrichin menetelmaé& nro 181.

Happaman fosfataasin toiminta nékyy useimpien leukosyyttien sytoplasmassa olevista granuloista,
joiden véri vaihtelee purppuraisesta tummanpunaiseen.

Jos havaitut tulokset eroavat odotetuista tuloksista, ota yhteytta Sigma-Aldrichin tekniseen
palveluun.

Analyyttiset suorituskykyominaisuudet

Kaikilla kohderakenteilla suoritetuista testeista saadut analyyttiset suorituskykytulokset vahvistavat
100-prosenttisen herkkyyden, spesifisyyden ja toistettavuuden.

Luettelonro  Tuotteen kuvaus Kohde Maédrityksen Madrityksen Madritysten Maaritysten

sisdisen sisdinen vélinen vélinen

spesifisyys herkkyys spesifisyys herkkyys
wn tmmeen e n 3
3873 Tortraattiliuos i 33 33 33 33
3863 Asetaattilivos 1oy 3/3 3/3 33 3/3
914 Natriumnitriittliuos e 33 33 33 33
915 Sitraattiliuos Torminta- 3/3 3/3 3/3 3/3
GHS3 Hematoksyliiniliuos, Tumat 3/3 3/3 3/3 3/3

Gillin nro 3
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Varoitukset ja vaarat

Katso paivitetyt riski-, vaara- ja turvallisuustiedot kayttoturvallisuustiedotteesta ja tuotemerkinngista.

387A:

X

H290 Voi sydvyttad metalleja.

H302 Haitallista nieltyna.

H314 Voimakkaasti ihoa syovyttavaa ja silmia vaurioittavaa.
H350 Saattaa aiheuttaa syopaa.

H373 Saattaa vahingoittaa elimid (munuaiset) nieltyna pitk&aikaisessa tai toistuvassa
altistumisessa.

P202 Lue varoitukset huolellisesti ennen késittelya.
P280 Kéayta suojakasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

P301 + P312 JOS KEMIKAALIA ON NIELTY: Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/laakaériin,
jos ilmenee pahoinvointia.

P303 + P361 + P353 JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE (tai hiuksiin): Riisu saastunut vaatetus
valittdmasti. Huuhdo iho vedella.

P304 + P340 + P310 JOS KEMIKAALIA ON HENGITETTY: Siirra henkil6 raittiiseen ilmaan ja varmista
vaivaton hengitys. Ota valittdmasti yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/I&akariin.

P305 + P351 + P338 JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedelld usean
minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka huuhtomista.
Jos taman laitteen kdyton aikana tai sen seurauksena ilmenee vakava

vaaratilanne, ilmoita siita valmistajalle ja/tai sen valtuutetulle edustajalle seka
kansalliselle viranomaiselle.

Symbolien selitykset
Symbolit standardin EN ISO 15223-1:2021 mukaisesti

Valmistaja Luettelonumero

Katso kayttéohje Erakoodi

Vaatimustenmukaisuusvakuutus
Euroopan unionin maaraysten
mukaisesti (IVDR-asetus 2017/746)

Valtuutettu edustaja Euroopan C E
yhteiséssa / Euroopan unionissa

In vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu
lagkinnallinen laite

Viimeinen kayttop

Lampétilarajoitus Huomio

Valmistuspaiva

Valtuutettu edustaja Sveitsissa

Maahantuoja

Lihteet

1. Goldberg AF, Barka T: Acid phosphatase activity in human blood cells. Nature 189:297 1962

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

3. Janckila A, Li CY, et al: The Cytochemistry of the Tartrate-Resistant Acid Phosphatase - Technical
considerations. Am J Clin Pathol 70:45, 1978

4. Sun T: Atlas of Cytochemistry and Immunochemistry of Hematologic Neoplasms. American Society
of Clinical Pathologists Press, Chicago, 1985, pp 28, 119

Yhteystiedot

Voit tehda tilauksen verkkosivuillamme osoitteessa SigmaAldrich.com. Tekniseen palveluumme voi ottaa
yhteytté teknisen palvelun sivulla osoitteessa SigmaAldrich.com/techservice.

Versiohistoria

Versio 3.0 2014

Versio 4.0 2016

Versio 5.0 2023

Siirretty uuteen pohjaan, jossa on ajantasaiset bréandimerkit. Maininta ammattikaytésta
lisatty kayttotarkoitukseen ja varotoimiin. Kayttotarkoitus tarkistettu IVDR-
ohjeistusten mukaisesti. "Materiaalin kayttoéturvallisuustiedote” paivitetty muotoon
"kayttoturvallisuustiedote”. Yhteystiedot péivitetty. Poistettu ohje CLSI-ohjeistuksen

noudattamisesta naytteenotossa. Symboliosiosta poistettu “EN 980" ja tilalle I Sigma-Aldrich, Inc.,

3050 Spruce Street,

St. Louis, MO 63103 USA
an affiliate of Merck KGaA,
Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

vaihdettu "EN ISO 15223-1:2021". Lisatty haittatapahtumien yhteydessa kaytettavat
yhteystiedot. Poistettu lahde 5. Lisatty kohta Varoitukset ja vaarat.
Lisatty CH-REP-tiedot.

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,
Germany

M-alkukirjain ja Sigma-Aldrich ovat Merck KGaA -yhtién, Darmstadt, Saksa, tai sen tytaryhtiéiden 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 KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Gebruiksaanwijzing

Leukocyten zure-fosfatasekit
(TRAP)

Procedurenr. 387

C€ SiGMa

Beoogd gebruik

Zure-fosfatasekits van Sigma-Aldrich zijn bedoeld als een algemene histologische kleurstof voor
laboratoriumgebruik. Zure-fosfatasereagentia zijn uitsluitend bedoeld voor professioneel
'in-vitrodiagnostisch gebruik'. Deze handmatige, kwalitatieve histochemische procedure toont
de zure-fosfatase-activiteit aan in leukocyten van humaan bloed, beenmerg en 'tissue touch'-
preparaten. Histologische visualisatie van leukocytgeassocieerde zure fosfatase is een unieke
techniek die momenteel veel gebruikt wordt in de geneeskunde.

Het gebruik van gesubstitueerde naftol AS-fosfaten in combinatie met diazoniumzouten voor het
aantonen van zure fosfatase in humane leukocyten werd voor het eerst gemeld door Goldberg en
Barka.! De Sigma-Aldrich-procedure voor het aantonen van dit enzym gebruikt naftol AS-BI-fosfaat
en vers gediazoteerd fast garnet GBC-zout. De laatstgenoemde verbinding werd geselecteerd omdat
deze snel koppelt bij een zure pH, waarbij zeer onoplosbare kleurstofafzettingen worden gevormd.

De meeste procedures, waaronder die van Sigma-Aldrich, maken gebruik van stabiele
diazoniumzouten. Deze worden gevormd door een arylamine te laten reageren met natriumnitriet
in een zuur medium.? Het resulterende diazoniumchloride (meestal instabiel) kan vervolgens
worden behandeld met verbindingen zoals zinkchloride, zinksulfaat of naftaleen-1,6-disulfonaat,
waarbij stabiele zouten worden gevormd. Deze stabilisatoren kunnen een duidelijke remming
uitoefenen op sommige enzymatische systemen, terwijl de diazoniumchloriden minder remmend
werken.? Om deze reden levert Sigma-Aldrich nu een stabiele oplossing van fast garnet GBC-base
en natriumnitriet voor zure-fosfatasecytochemie. Om deze methode verder te vereenvoudigen is
ook een stabiele waterige oplossing van naftol AS-Bl-fosfaat opgenomen. De beschikbaarheid van
deze stabiele oplossingen stelt gebruikers in staat om de volumes van werkreagentia aan te passen
aan hun behoeften, waardoor verspilling wordt voorkomen.

Volgens de Sigma-Aldrich-procedure worden bloedfilms geincubeerd in een oplossing die naftol
AS-BI-fosforzuur en vers gediazoteerd fast garnet GBC bevat. Duplicaatfilms worden behandeld
met een oplossing die L(+)-tartraat bevat. Naftol AS-BI, dat vrijkomt door enzymatische hydrolyse,
koppelt onmiddellijk met fast garnet GBC, waarbij onoplosbare kastanjebruine kleurstofafzettingen
worden gevormd op de plaatsen van activiteit. Cellen die wijnsteenzuurgevoelig zuur-fosfatase
bevatten, vertonen geen activiteit. Mononucleaire cellen die wijnsteenzuurresistent fosfatase
bevatten, worden niet beinvlioed door een dergelijke behandeling.

Reagentia

Naftol AS-BI-fosforzuuroplossing (cat. nr. 3871-10ML)

Naftol AS-BI-fosforzuur, 12,5 mg/mL

Fast garnet GBC-baseoplossing (cat. nr. 3872-10ML)

Fast garnet GBC-base, 7,0 mg/mL, C.I. 11160, in 0,4 mol/L zoutzuur met stabilisator. Gevaar.
Schadelijk bij inslikken. Veroorzaakt ernstige brandwonden en oogletsels. Kan een allergische
huidreactie veroorzaken. Kan kanker veroorzaken.

Acetaatoplossing (cat. nr. 3863-50ML)

Acetaatbuffer, 2,5 mol/L, pH 5,2 £ 0,1

Tartraatoplossing (cat. nr. 3873-10ML)
L(+)-Tartraatbuffer, 0,335 mol/L, pH 4,9 £ 0,1. Waarschuwing. Veroorzaakt een milde huidirritatie.

Natriumnitrietoplossing (cat. nr. 914-10ML)
Natriumnitriet, 0,1 mol/L

Citraatoplossing (cat. nr. 915-50ML)
Citroenzuur, 18 mmol/L, natriumcitraat, 9 mmol/L, natriumchloride, 12 mmol/L, en
oppervlakteactieve stof, pH 3,6 + 0,1

Hematoxyline-oplossing, Gill nr. 3 (cat. nr. GHS3-50ML)

Hematoxyline, gecertificeerd, 6,0 g/mL, C.I. 75290, natriumjodaat, 0,6 g/L, aluminiumsulfaat,
52,8 g/L en stabilisators. Gevaar. Schadelijk bij inslikken. Veroorzaakt ernstig oogletsel. Draag
beschermende handschoenen/oogbescherming/gezichtsbescherming.

Vereiste, maar niet meegeleverde speciale materialen
e Aceton, ACS-reagens

e Formaldehyde, 37%

Opslag en stabiliteit

Bewaar hematoxyline-oplossing bij kamertemperatuur (18-26 °C). Bescherm tegen licht. Op het
etiket van het reagens staat de vervaldatum.

Bewaar naftol AS-BI-fosforzuuroplossing, fast garnet GBC-baseoplossing, acetaatoplossing,
tartraatoplossing, natriumnitrietoplossing en citraatoplossing bij 2-8 °C.

Bewaar fixeeroplossing gekoeld (2-8 °C). V6or gebruik opwarmen tot 18-26 °C. Stabiel gedurende
2 maanden, mits goed afgesloten bewaard in de koelkast. Gooi de fixeeroplossing weg als
verdamping wordt waargenomen en maak nieuwe fixeeroplossing.

Verslechtering

Naftol AS-BI-fosforzuuroplossing, tartraatoplossing moet worden weggegooid als troebelheid ontstaat.
Citraatoplossing is geschikt voor gebruik in afwezigheid van microbiéle groei.

De hematoxyline-oplossing moet worden weggegooid als de oplossing bruin wordt (overgeoxideerd
door lucht) of paars (zuurgraadverlies).

Voorbereiding
Reagentia worden gebruiksklaar geleverd.

Prepareer de fixeeroplossing door 25 mL citraatoplossing te mengen met 65 mL aceton en
8 mL 37%-formaldehyde. Doe dit in een glazen fles en sluit goed af.

Voorzorgsmaatregelen

Deze IVD's zijn bedoeld voor in-vitrodiagnostisch gebruik in een klinische laboratoriumomgeving.
Deze IVD's zijn uitsluitend bestemd voor professioneel gebruik door gekwalificeerd personeel.
IVD's van Sigma-Aldrich mogen bediend worden door laboratoriumpersoneel dat opgeleid

is om om te gaan met humane monsters die infectieus kunnen zijn, microscopen en andere
laboratoriumapparatuur te gebruiken en met voldoende kleurwaarneming en gezichtsscherpte om
kleuren en andere objecten onder een microscoop te onderscheiden.

De normale voorzorgsmaatregelen bij het hanteren van laboratoriumreagentia moeten
worden opgevolgd. Voer afval af met inachtneming van alle plaatselijke, provinciale of
nationale voorschriften.

Procedure

Monsterafname

Geen enkele bekende testmethode kan volledige zekerheid bieden dat bloedmonsters of weefsel
geen infectie overdragen. Daarom moeten alle bloedderivaten of weefselmonsters als mogelijk
infectieus worden beschouwd.

Bloed, beenmergfilms, 'tissue touch'-preparaten en cytocentrifugepreparaten kunnen worden
gebruikt. EDTA of heparine dient als antistollingsmiddel. Bloed of beenmergfilms kunnen gefixeerd
bij kamertemperatuur (18-26 °C) enkele weken of ongefixeerd enkele dagen worden bewaard
zonder merkbare verandering in activiteit.> Verstuur geen volbloed voor analyse naar andere
laboratoria. Verstuur gefixeerde of niet-gefixeerde glaasjes. De glaasjes moeten koel worden
bewaard tijdens transport. Laat de films ten minste 1 uur drogen voor fixatie.

Opmerkingen
De prestaties van de test moeten worden gecontroleerd door ook een bloedfilm van een gezonde
persoon te testen.

Procedure

1. Verwarm voldoende gede-ioniseerd water voor een dag gebruik voor tot 37 °C. Controleer de
temperatuur voor gebruik.

2. Breng de fixeeroplossing op kamertemperatuur (18-26 °C). Fixeer de objectglaasjes door ze
30 seconden onder te dompelen in fixeeroplossing. Spoel grondig in gede-ioniseerd water.
Laat de objectglaasjes niet drogen.

3. Voeg aan elk van de 2 reageerbuizen 0,5 ml fast garnet GBC-baseoplossing en 0,5 ml
natriumnitrietoplossing toe. Meng door voorzichtig omkeren gedurende 30 seconden.

Laat 2 minuten staan.

4. Label twee 100mL-bekerglazen A en B en voeg het volgende toe, waarbij de inhoud

voortdurend moet worden gemengd:

Bekerglas A Bekerglas B

Gede-ioniseerd water, voorverwarmd tot 37 °C 45 mL 45 mL
Gediazoteerde fast garnet GBC-oplossing (stap 3) 1,0 mL 1,0 mL
Naftol AS-BI-fosfaatoplossing 0,5 mL 0,5 mL
Acetaatoplossing 2,0 mL 2,0 mL

Tartraatoplossing 1,0 mL

5. Label Coplin-potjes A en B en breng oplossingen over van bekerglazen naar het juiste Coplin-
potje. Verwarm de oplossingen in de potjes in een waterbad tot 37 °C. Controleer of de
temperatuur 37 °C is alvorens de objectglaasjes toe te voegen.

6. Voeg objectglaasjes toe aan Coplin-potjes en incubeer 1 uur in een waterbad van 37 °C,
beschermd tegen licht.

7. Spoel de objectglaasjes na 1 uur grondig in gede-ioniseerd water en pas dan 2 minuten

tegenkleuring toe in hematoxyline-oplossing, Gill nr. 3.

Spoel enkele minuten in alkalisch kraanwater om de kernen blauw te maken.

9. Laat drogen aan de lucht en evalueer microscopisch. Coverslipping wordt niet aanbevolen
omdat de kleurstof na verloop van tijd vervaagt.

Prestatiekenmerken

o

Resultaten

Gekleurde bloedfilms worden meestal subjectief beoordeeld op de aan- of afwezigheid van
tartraatresistent enzym. In afwezigheid van wijnsteenzuur vertonen de meeste leukocyten locaties
met granulaire activiteit. Bij incubatie met tartraat kan een enkele granule worden waargenomen in
lymfocyten en sommige gespecialiseerde macrofagen.* In bloedsmears wordt een positieve reactie
aangegeven door de aanwezigheid van meer dan twee cellen met diffuse en intense activiteit,
d.w.z. meer dan 40 granula.* Om Golgi-kleuring, kenmerkend voor van de thymus afgeleide
lymfocyten (T-cellen), te beoordelen, wordt Sigma-Aldrich Procedurenr. 181 aanbevolen.

Zure-fosfataseactiviteit verschijnt als paarsachtige tot donkerrode granula in het cytoplasma van de
meeste leukocyten.

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

De resultaten van de analytische prestaties voor de gegeven tests, uitgevoerd op alle doelstructuren,
bevestigen 100% gevoeligheid, specificiteit en herhaalbaarheid.

Cat. Productbeschrij- Doel Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
nr. ving specificiteit gevoeligheid specificiteit gevoeligheid
Locaties
Naftol AS-BI-

3871 fosforzuuroplossing act\;\a/irgeit 3van3 3van3 3van3 3van3
Locaties

3872 Fast garnet GBC- van 3van 3 3van3 3van 3 3van 3
baseoplossing activiteit
Locaties

3873 Tartraatoplossing van 3van3 3van3 3van3 3van3
activiteit
Locaties

3863 Acetaatoplossing van 3van 3 3van3 3van 3 3van 3
activiteit
. . Locaties

914 Natruilonggilérletop— van 3van 3 3van3 3van 3 3van 3
9 activiteit
Locaties

915 Citraatoplossing van 3van3 3van3 3van3 3van3
activiteit

GHs3 _ Hematoxyline- Kernen 3van 3 3van3 3van3 3van3

oplossing, Gill nr. 3

Waarschuwingen en gevaren

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad en de etikettering van het product voor bijgewerkte informatie
over risico's, gevaren of veiligheid.

387A:

K

H290 Kan bijtend zijn voor metalen.

H302 Schadelijk bij inslikken.

H314 Veroorzaakt ernstige brandwonden en oogletsels.
H350 Kan kanker veroorzaken.

H373 Kan bij inslikken schade aan organen (nieren) veroorzaken bij langdurige of
herhaalde blootstelling.

P202 Pas gebruiken nadat u alle veiligheidsvoorschriften gelezen en begrepen heeft.

P280 Draag beschermende handschoenen/beschermende kleding/oogbescherming/
gezichtsbescherming.

P301 + P312 NA INSLIKKEN: Bel een ANTIGIFCENTRUM/arts als u zich onwel voelt.

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 + P310 NA INADEMING: Breng de persoon in de frisse lucht en zorg dat hij
comfortabel kan ademen. Bel onmiddellijk een ANTIGIFCENTRUM of een arts.

P305 + P351 + P338 BIJ CONTACT MET DE OGEN: Spoel zachtjes af met water gedurende enkele
minuten. Contactlenzen verwijderen, indien aanwezig en gemakkelijk te doen. Blijven spoelen.

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

il  Fabrikant

Raadpleeg de gebruiksaanwijzing

Catalogusnummer

Batchcode

Gemachtigd vertegenwoordiger in
de Europese Gemeenschap/
Europese Unie

Conformiteitsverklaring van de
Europese Unie (gedefinieerd in
IVDR 2017/746)

Medisch hulpmiddel voor

Uiterste gebruiksdatum in-vitrodiagnostiek

Let op

Productiedatum

-
/H’ Temperatuurlimiet
|

Importeur

Geeft de bevoegde vertegenwoordiger
in Zwitserland aan

Referenties

1. Goldberg AF, Barka T: Acid phosphatase activity in human blood cells. Nature 189:297 1962

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

3. Janckila A, Li CY, et al: The Cytochemistry of the Tartrate-Resistant Acid Phosphatase - Technical
considerations. Am J Clin Pathol 70:45, 1978

4. Sun T: Atlas of Cytochemistry and Immunochemistry of Hematologic Neoplasms. American Society
of Clinical Pathologists Press, Chicago, 1985, pp 28, 119
Contactgegevens

Om een bestelling te plaatsen, bezoek onze website op SigmaAldrich.com. Ga voor technische service
naar de technische servicepagina op onze website: SigmaAldrich.com/techservice.

Herzieningsgeschiedenis

Herz. 3.0 2014
Herz. 4.0 2016
Herz. 5.0 2023

Overgezet naar nieuwe sjabloon met huidige huisstijl. Gespecificeerd voor professioneel
gebruik in bedoeld gebruik en voorzorgsmaatregelen. Herzien beoogd gebruik

om aan te sluiten bij IVDR-richtlijnen. Veiligheidsinformatieblad bijgewerkt tot
veiligheidsinformatieblad. Contactgegevens bijgewerkt. Instructie om CLSI te volgen
voor monsterafname verwijderd. EN 980 verwijderd en gewijzigd in

EN ISO 15223-1:2021 voor symbolen. Contactinformatie over melding ongewenste
voorvallen toegevoegd. Referentienummer 5 verwijderd. Waarschuwingen en gevaren
toegevoegd. CH-REP informatie toegevoegd.

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

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

Navodila za uporabo

Komplet za levkocitno kislo
fosfatazo (TRAP)

Postopek st. 387

C€ SiGMa

Predvidena uporaba

Kompleti za kislo fosfatazo Sigma-Aldrich so namenjeni splosni laboratorijski uporabi za histolosko
barvanje. Reagenti kisle fosfataze so namenjeni samo za profesionalno »diagnosti¢no uporabo in
vitro«. Ta ro¢ni, kvalitativni, histokemi¢ni postopek dokazuje aktivnost kisle fosfataze v levkocitih
Cloveske krvi, kostnega mozga in tkivnih preparatov. Histoloska vizualizacija z levkociti povezane
kisle fosfataze je edinstvena tehnika, ki se trenutno pogosto uporablja v medicini.

O uporabi substituiranih naftol AS fosfatov v povezavi z diazonijevimi solmi za odkrivanje kisle
fosfataze v Cloveskih levkocitih sta prva porocala Goldberg in Barka.! Postopek Sigma-Aldrich za
dokazovanje tega encima uporablja naftol AS-BI fosfat in sveze diazotizirano hitrodelujoc¢o granatno
sol Fast Garnet GBC. Slednja spojina je bila izbrana, ker se pri kisli vrednosti pH hitro spaja in tvori
zelo netopne nanose barvila.

Pri vecini postopkov, vkljuéno s tistimi, ki jih ponuja Sigma-Aldrich, so uporabljene stabilne
diazonijeve soli. Te nastanejo z reakcijo arilamina z natrijevim nitritom v kislem mediju.? Nastali
diazonijev klorid (obi¢ajno nestabilen) se lahko nato obdela s spojinami, kot so cinkov klorid, cinkov
sulfat ali naftalen-1,6-disulfonat, pri ¢emer nastanejo stabilne soli. Ti stabilizatorji lahko izrazito
zavirajo nekatere encimske sisteme, medtem ko diazonijevi kloridi zavirajo manj.? Zato Sigma-Aldrich
zdaj ponuja stabilno raztopino hitrodelujoCe granatne baze Fast Garnet GBC Base in natrijevega
nitrita za citokemijo kisle fosfataze. Za dodatno poenostavitev te metode je vkljucena tudi stabilna
vodna raztopina naftol AS-BI fosfata. RazpoloZljivost teh stabilnih raztopin uporabnikom omogoca,

da prilagodijo koli¢ino delovnega reagenta glede na potrebe, kar odpravlja odpadke.

V skladu s postopkom Sigma-Aldrich se krvni filmi inkubirajo v raztopini, ki vsebuje naftol AS-BI
fosforno kislino in sveze diazotizirano hitrodelujo¢o granatno sol Fast Garnet GBC. Dvojne filme

je mogoce obdelati z raztopino, ki vsebuje L(+)-tartrat. Naftol AS-BI, ki se sprosti z encimsko
hidrolizo, se takoj poveze s hitrodelujoc¢o granatno soljo Fast Garnet GBC in na lokacijah aktivnosti
tvori netopna bordo barvila. Celice, ki vsebujejo proti vinski kislini obéutljivo kislo fosfatazo, so brez
aktivnosti. Na tiste mononuklearne celice, ki vsebujejo fosfatazo, odporno proti vinski kislini, taksno
zdravljenje ne vpliva.

Reagenti

Raztopina naftol AS-BI fosforne kisline (kat. $t. 3871-10ML)

Naftol AS-BI fosforna kislina, 12,5 mg/ml

Osnovna raztopina Fast Garnet GBC (kat. 5t. 3872-10ML)

Osnovna raztopina Fast Garnet GBC, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, v 0,4 mol/I klorovodikove kisline s
stabilizatorjem. Nevarno. Zdravju skodljivo pri zauzitju. PovzroCa hude opekline koze in poskodbe
oci. Lahko povzrodi alergijski odziv koze. Lahko povzroci raka.

Raztopina acetata (kat. st. 3863-50ML)

Acetatni pufer, 2,5 mol/l, pH 5,2 £ 0,1

Raztopina tartrata (kat. st. 3873-10ML)

L(+)-tartratni pufer, 0,335 mol/l, pH 4,9 £ 0,1. Opozorilo. Povzroca blago drazenje koze.
Raztopina natrijevega nitrita (kat. St. 914-10ML)

Natrijev nitrit, 0,1 mol/I

Raztopina citrata (kat. $t. 915-50ML)

Citronska kislina, 18 mmol/I, natrijev citrat, 9 mmol/I, natrijev klorid, 12 mmol/l, in tenzid,
pH 3,6 £0,1

Hematoksilinska raztopina Gill $t. 3 (kat. st. GHS3-50ML)

Hematoksilin, certificiran, 6,0 g/I, C.I. 75290, natrijev jodat, 0,6 g/I, aluminijev sulfat, 52,8 g/I

in stabilizatorji. Nevarno. Zdravju skodljivo pri zauzitju. Povzroc¢a hude poskodbe oci. Nositi zas¢itne
rokavice/zascito za oci/zascito za obraz.

Posebni materiali, ki so potrebni, vendar niso priloZeni
e Aceton, reagent ACS

e Formaldehid, 37 %.

Shranjevanje in stabilnost

Raztopino hematoksilina hranite pri sobni temperaturi (18-26 °C). Zascitite pred svetlobo.
Na oznaki reagenta je naveden datum izteka roka uporabnosti.

Raztopino aftol AS-BI fosforne kisline, osnovno raztopino Fast Garnet GBC, raztopino acetata,
raztopino tartrata, raztopino natrijevega nitrita in raztopino citrata shranjujte pri 2-8 °C.

Raztopino za fiksiranje shranjujte v hladilniku (2-8 °C). Pred uporavbo segrejte na 18-26 °C.
Obstojnost do 2 meseca, Ce je hranjeno trdno zaprto v hladilniku. Ce opazite izhlapevanje, zavrzite
raztopino za fiksiranje in pripravite novo.

Poslabsanje kakovosti
Raztopino naftol AS-BI fosforove kisline, raztopino tartrata je treba zavredi, ¢e se pojavi motnost.
Raztopina citrata je primerna za uporabo v odsotnosti mikrobne rasti.

Raztopino hematoksilina je treba zavreci, Ce se raztopina obarva rjavo (prekomerna oksidacija
zaradi zraka) ali vijoli¢no (izguba kislosti).

Priprava
Reagenti so pripravljeni za uporabo.

Raztopino za fiksiranje pripravite z mesanjem 25 ml raztopine citrata, 65 ml acetona in 8 ml
37-odstotnega formaldehida. Prelijte v steklenico in jo trdno zaprite.

Previdnostni ukrepi

Ti izdelki IVD 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 ¢loveskimi vzorci, ki so lahko
kuzni, za uporabo mikroskopov in druge laboratorijske opreme ter ima sposobnost zaznavanja barv
in ostrino vida za razlikovanje barv in drugih predmetov pod mikroskopom.

Upostevati je treba obicajne previdnostne ukrepe pri ravnanju z laboratorijskimi reagenti. Odpadke
odstranite v skladu z vsemi lokalnimi, drzavnimi, pokrajinskimi ali nacionalnimi predpisi.

Postopek

Zbiranje vzorcev

Nobena znana testna metoda ne more dati popolnega zagotovila, da vzorci krvi ali tkiva ne bodo
prenesli okuzbe. Zato je treba vse krvne derivate ali tkivne vzorce obravnavati kot potencialno kuzne.

Uporabljajo se lahko kri, filmi kostnega mozga, tipalni preparati tkiva in preparati iz citocentrifuge.
EDTA ali heparin sta antikoagulanta. Filmi krvi ali kostnega mozga se lahko hranijo fiksirani pri sobni
temperaturi (18-26 °C) vec tednov ali nefiksirani ve¢ dni brez opazne spremembe aktivnosti.? Polne
krvi ne posiljajte za testiranje v druge laboratorije. Posljite fiksirana ali nefiksirana stekelca. Stekelca
je treba med prevozom hraniti na hladnem. Pred fiksacijo pustite filme, da se susijo vsaj 1 uro.

Opombe
Ucinkovitost testa je treba spremljati z vkljucitvijo krvnega filma, pridobljenega pri zdravem posamezniku.

Postopek

1. Predhodno segrejte zadostno koli¢ino deionizirane vode za enodnevno uporabo na 37 °C. Pred
uporabo preverite temperaturo.

2. Raztopino za fiksiranje segrejte na sobno temperaturo (18-26 °C). Stekelca fiksirajte tako,
da jih za 30 sekund potopite v fiksirno raztopino. Temeljito sperite z deionizirano vodo: Ne
dovolite, da se stekelca posusijo.

3. Vvsako od 2 epruvet dodajte 0,5 ml osnovne raztopine Fast Garnet GBC in 0,5 ml raztopine
natrijevega nitrita. Z neznim obrac¢anjem mesajte 30 sekund. Pustite stati 2 minuti.

4. Dve Casi s prostornino 100 ml oznadite kot A in B ter med mesanjem dodajte naslednje:

Casa A Casa B
Deionizirana voda, segreta na 37 °C 45 ml 45 ml
Diazotizirana raztopina Fast Garnet GBC 1,0 ml 1,0 ml
(korak 3)
Naftol AS-BI fosfatna raztopina 0,5 ml 0,5 ml
Raztopina acetata 2,0 ml 2,0 ml
Raztopina tartrata _ 1,0 ml

5. Oznadite kozarce Coplin A in B ter prenesite raztopine iz ¢as v ustrezne kozarce Coplin.
Raztopine v kozarcih segrejte na 37 °C v vodni kopeli. Pred dodajanjem preparatov preverite,
ali je temperatura 37 °C.

6. Stekelca dodajte v kozarce Coplin in jih 1 uro inkubirajte v vodni kopeli pri 37 °C, zasciteni
pred svetlobo.

7. Po 1 uri stekelca temeljito sperite v deionizirani vodi, nato jih 2 minuti kontrastno barvajte
z raztopino hematoksilina, Gill st. 3.

8. Nekaj minut spirajte v alkalni vodi iz pipe, da jedra pomodrijo.

9. Osusite na zraku in mikroskopsko ocenite. Prekrivanje ni priporocljivo, saj barvilo s¢asoma zbledi.

Znacilnosti delovanja

Rezultati

Obarvani krvni filmi se obi¢ajno subjektivno ocenijo glede na prisotnost ali odsotnost encima,
odpornega proti tartratu. Ob odsotnosti vinske kisline ima vecina levkocitov zrnata mesta aktivnosti.
Pri inkubaciji s tartratom lahko v limfocitih in nekaterih specializiranih makrofagih opazimo obc¢asno
granulo.* V krvnih razmazih je pozitivna reakcija oznacena s prisotnostjo vec¢ kot dveh celic z
razprseno in intenzivno aktivnostjo, tj. ve¢ kot 40 granul.* Za oceno barvanja po Golgiju, znacilnega
za limfocite iz timusa (celice T), se priporoca postopek Sigma-Aldrich st. 181.

Aktivnost kisle fosfataze se v citoplazmi vecine levkocitov pojavi v obliki vijoli¢astih do temno
rdecih zrnc.

Ce opaZeni rezultati odstopajo od pri¢akovanih, se za pomo¢ obrnite na oddelek za tehniéno pomo¢
podjetja Sigma-Aldrich.

Znacilnosti analiticne ucdinkovitosti

Rezultati analiti¢ne udinkovitosti za dane teste, opravljene na vseh ciljnih strukturah, potrjujejo
100-odstotno obcutljivost, specificnost in ponovljivost.

Kat. Opis izdelka Cilj Specifi¢- Obéutlji- Specifi¢- Obcutljivost
st. nost znot-  vost znot- nost med med testi
raj testa raj testa testi
Raztopina naftol Lokacije
3871 AS-BI fosforne aktiv- 3o0d3 3od3 3o0d3 3o0d3
kisline nosti
. Lokacije
Osnovna raztopina A
3872 Fast Garnet GBC aktiv- 3o0d3 3od3 3o0d3 3od3
nosti
Lokacije
3873 Raztopina tartrata aktiv- 30d3 3o0d3 3o0d3 3o0d3
nosti
Lokacije
3863 Raztopina acetata aktiv- 3o0d3 30d3 30d3 30d3
nosti
. Lokacije
Raztopina P
914 natrijevega nitrita aktiv- 30d3 30d3 30d3 3od3
nosti
Lokacije
915 Raztopina citrata aktiv- 3o0d3 30d3 3o0d3 30d3
nosti
Raztopina
GHS3 hematoksilina, Jedra 3o0d3 3od3 3o0d3 3od3

Gill 8t. 3
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Opozorila in nevarnosti

Vse posodobljene informacije o tveganju, nevarnosti ali varnosti najdete na varnostnem listu in
oznaki izdelka.

387A:

H290 Lahko je jedko za kovine.

H302 zdravju skodljivo pri zauZitju.

H314 Povzroca hude opekline koZze in poskodbe oci.
H350 Lahko povzroci raka.

H373 Pri dolgotrajni ali ponavljajoci se izpostavljenosti lahko ob zauzitju povzrodi poskodbe organov
(ledvice).

P202 Ne uporabljajte, dokler se ne seznanite z vsemi varnostnimi ukrepi.
P280 Nositi zaséitne rokavice/zas¢itno obleko/zascito za oci/zas¢ito za obraz.
P301 + P312 PRI ZAUZITJU: Ob slabem pocutju 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 + P310 PRI VDIHAVANJU: Prenesti osebo na svez zrak in jo pustiti v udobnem
polozaju, ki olajsa dihanje. Takoj pokli¢ite CENTER ZA ZASTRUPITVE/zdravnika.

P305 + P351 + P338 PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj minut. Odstranite kontaktne
leCe, Ce jih imate in Ce to lahko storite brez tezav. Nadaljujte z izpiranjem.
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 Kataloska stevilka

Natan¢no preberite navodila

Koda serije
za uporabo
Pooblasceni zastopnik v Evropski c E Izjava Evropske unije o skladnosti
skupnosti/Evropski uniji (opredeljena v IVDR 2017/746)

Medicinski diagnosti¢ni pripomocek
g Rok uporabe in vitro 9 Prip:
/ﬂ’ Temperaturna omejitev & Pozor
@ Datum izdelave % Uvoznik

Ozpac":uje pooblaséenega zastopnika

v Svici
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Kontaktni podatki

Ce Zelite oddati narocilo, obis¢ite nade 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. Revidiran je namen uporabe za

uskladitev s smernicami IVDR. Posodobljen je varnostni list materiala v varnostni list.

Posodobljeni so kontaktni podatki. Odstranjeno je navodilo, da je treba pri zbiranju

vzorcev upostevati standard CLSI. Odstranjen je standard EN 980 in za simbole Sigma-Aldrich, Inc.,
spremenjen v standard EN ISO 15223-1:2021. Dodani so kontaktni podatki v primeru u 3050 Spruce Street,
nezelenih dogodkov. Odstranjena je referenca 5. Dodana so opozorila in nevarnosti. St. Louis, MO 63103 USA
Dodane so bile informacije o zastopniku v Svici.

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

an affiliate of Merck KGaA,

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

®

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,
Germany

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 KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.



