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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'cttelilgf 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 30f 3 30f3 30f3
914 Sodium Nitrite i'cttelf”;’; 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:

H290 May be corrosive to metals.

H302 Harmful if swallowed.

H314 Causes severe skin burns and eye damage.

H317 May cause an allergic skin reaction.

H350 May cause cancer.

H373 May cause damage to organs (Kidney) through prolonged or repeated exposure if swallowed.
H402 Harmful to aquatic life.

P201 Obtain special instructions before use.

P202 Do not handle until all safety precautions have been read and understood.
P234 Keep only in original container.

P260 Do not breathe mist or vapors.

P264 Wash skin thoroughly after handling.

P270 Do not eat, drink or smoke when using this product.

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

P301 + P 312 + P330 IF SWALLOWED: Call a POISON CENTER/ doctor if you feel unwell. Rinse
mouth.

P301 + P330 + P331 IF SWALLOWED: Rinse mouth. Do NOT induce vomiting.

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

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

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

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

P333 + P313 If skin irritation or rash occurs: Get medical advice/ attention.

P362 +P364 Take off contaminated clothing and wash it before reuse

P390 Absorb spillage to prevent material damage.

P405 Store locked up.

P406 Store in corrosive resistant container with a resistant inner liner.

P501 Dispose of contents/ container to an approved waste disposal plant.

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

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

and to your national authority.

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

Manufacturer Catalogue Number

Consult Instructions for Use Batch Code

Authorized Representative
in the European Community/
European Union

European Union Declaration
of Conformity (defined in IVDR
2017/746)

n
m

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

E Indicates the Authorised

Representative in Switzerland
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Contact Information

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

Saure Phosphotase, Leukozyten
(TRAP) - Kit

Verfahren Nr. 387

C€ SiGMa

Verwendungszweck

Die saure Phosphotase-Kits von Sigma-Aldrich sind als allgemeine histologische Farbemittel fur den
Laborgebrauch bestimmt. Die Reagenzien fir die saure Phosphatase sind fir die professionelle
In-vitro-Diagnostik" bestimmt. Dieses manuelle, qualitative, histochemische Verfahren weist die
Aktivitat von saurer Phosphotase in Leukozyten aus menschlichem Blut, Knochenmarkausstrichen
und Gewebetupfpréparaten 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 unldsliche 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 kénnen 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 Lésungen 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 Lo6sung 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 mononukledre Zellen mit weinsdureresistenter Phosphatase keinen Effekt.

Reagenzien

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

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

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

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

Tartratlosung (Kat.-Nr. 3873-10ML)
L(+)-Tartratpuffer, 0,335 mol/I, pH-Wert 4,9 £ 0,1. Warnung. Verursacht leichte Hautreizungen.

Natriumnitrit-Losung (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-Losung, Gill Nr. 3 (Kat.-Nr. GHS3-50ML)

Hamatoxylin, zertifiziert, 6,0 g/, C.I. 75290, Natriumiodat 0,6 g/I, Aluminiumsulfat, 52,8 g/I
und Stabilisatoren. Gefahr. Gesundheitsschadlich beim Verschlucken. Verursacht schwere
Augenschéaden. 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 Reagenz 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
erwarmen. Bis zu 2 Monate stabil, wenn die Lagerung fest verschlossen im Kihlschrank erfolgt. Im
Falle von Verdunstung die Fixierlésung entsorgen und neu ansetzen.

Zerfall

Naphthol AS-BI Phosphorsaurelésung und Tartratlésung sollten bei Auftreten von Tribungen
entsorgt werden.

Die Citratldsung 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.

Fixierungslosung 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 Laborgerdte bedienen kann
und Uber eine Farbwahrnehmung und Sehschérfe verfligt, um Farben und andere Objekte unter
dem Mikroskop zu unterscheiden.

Beim Umgang mit Laborreagenzien sind die 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
infektios betrachtet werden.

Es kénnen Blut, Knochenmarkausstriche, Gewebetupfpréparate und Zytozentrifugenpraparate
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 diirfen nicht zur Untersuchung an andere Labors geschickt werden.
Stattdessen fixierte oder nicht fixierte Objekttrager senden. Die Objekttréger sollten wahrend des
Transports kiihl gelagert werden. Ausstriche vor dem Fixieren mindestens 1 Stunde trocknen lassen.

Hinweise

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

Verfahren

1. Eine flr einen Tag ausreichende Menge entionisiertes Wasser auf 37 °C erwarmen. Temperatur
vor Verwendung priifen.

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

3. Indie 2 Reagenzgléser jeweils 0,5 ml der Echtgranat-GBC-Basislésung und 0,5 ml
Natriumnitritldésung 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-Losung (Schritt 3) 1,0 ml 1,0 ml
Naphthol AS-BI Phosphatlésung 0,5 ml 0,5ml
Acetatlosung 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-Féarbetroge fillen. Die Lésungen in den Trégen im Wasserbad auf
37 °C erwarmen. Vor dem Einsetzen der Objekttrager tUberprifen, dass die Temperatur 37 °C
betragt.

6. Die Objekttréger in Coplin-Farbetroge geben und 1 Stunde im 37 °C warmen Wasserbad vor
Licht geschuitzt 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 abspiilen, 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 Weinsdure 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-
Féarbung, die fiir 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 Unterstltzung 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.

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

N Hersteller

Katalognummer

Art.- Beschreibung des Ziel Intra- Intra-As- Inter-As- Inter-As-
Nr. Produkts Assay- say-Emp- say-Spezi- say-Emp- Anweisungen fiir den Gebrauch Chargencode
Spezifitat findlichkeit fitat findlichkeit [E] beachten

Naphthol AS-BI Bereiche der L - e =

3871 Phosphorsaure- AKtivitat 3von 3 3von 3 3von 3 3von 3 Bevollméchtigter Vertreter in Konformitatserklarung der
Ldsung der Europédischen Gemeinschaft/ c E Européischen Union (definiert in

Echtgranat-GBC- Bereiche der Européaischen Union IVDR 2017/746)
3872 Basislosung AKtivitat 3von3 3von 3 3von3 3von3
3873 Tartratlésung Be/;i‘t?\t‘ﬁa‘:er 3von 3 3von 3 3von3 3von 3 @ Verfallsdatum [IVD]  in-vitro-Diagnostikum
3863 Acetatlésung Be;iit?cit:ézier 3von 3 3von 3 3von 3 3von 3 /i/ Temperatur-Grenzwert & Vorsicht

i Datum der Herstell B 1mport
914  Natriumnitrit-Lésung BeArilt?\l;]i?él:er 3von3 3von3 3von3 3von3 @ atum der Hersteflung mporteur
. . Bereiche der Bezeichnet den Bevollmachtigten in

915 Citratlésung AKtivitat 3von3 3von 3 3von3 3von3 der Schweiz.
GHs3 | Hamatoxylin- Kerne 3von 3 3von 3 3von 3 3von 3

Losung, Gill Nr. 3

Warnungen und Gefahren

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

387A:

K

H290 Kann &tzend auf Metalle wirken.

H302 Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

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

H350 Kann Krebs erzeugen.

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

H402 Schadlich fiir Wasserorganismen.

P201 Informieren Sie sich liber besondere Hinweise zur Verwendung.

P202 Nicht handhaben, bevor Sie nicht alle Sicherheitshinweise gelesen und verstanden haben.
P234 Nur in Originalbehalter aufbewahren.

P260 Nebel oder Dampfe nicht einatmen.

P264 Nach der Handhabung die Haut griindlich waschen.

P270 Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.

P280 Tragen Sie Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz.

P280 Tragen Sie Schutzhandschuhe, Schutzkleidung, Augenschutz und Gesichtsschutz.

P301 + P312 + P330 BEI VERSCHLUCKEN: Rufen Sie eine GIFTNOTRUFZENTRALE/einen Arzt an,
wenn Sie sich unwohl fiihlen. Mund ausspulen.

P301 + P330 + P331 BEI VERSCHLUCKEN: Mund ausspiilen. KEIN Erbrechen herbeifiihren.

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

P304 + P340 + P310 BEI 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 + P310 BEI AUGENKONTAKT: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser
spllen. Kontaktlinsen entfernen, falls vorhanden und leicht durchzufiihren. Weiter spilen. Rufen Sie
sofort eine GIFTNOTRUFZENTRALE oder einen Arzt an.

P308 + P313 Bei Exposition oder Bedenken: Arztlichen Rat einholen/&rztliche Hilfe hinzuziehen.
P333 + P313 Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.
P362 +P364 Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen waschen

P390 Nehmen Sie verschuttete Flissigkeiten auf, um Materialschdden zu vermeiden.

P405 Unter Verschluss aufbewahren.

P406 In korrosionsbestandigem Behélter mit widerstandsfahiger Innenbeschichtung aufbewahren.
P501 Den Inhalt/Behélter bei einer zugelassenen Abfallentsorgungsstelle entsorgen.

Wenn wahrend der Verwendung dieses Produkts 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.

Referenzen

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

Kontaktinformationen

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

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 Sigma - Aldrich
Laurenzenvorstadt 61 % Chemie GmbH
5000 Aarau IndustriestraBe 25

Switzerland CH-9470 Buchs

Die Initiale M und Sigma-Aldrich sind Marken der Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, oder ihrer
Tochtergesellschaften. Alle anderen Marken sind das Eigentum ihrer jeweiligen Inhaber. Ausfiihrliche Informationen
iber Marken sind tber &ffentlich zugéngliche Quellen erhéltlich.

© 2025 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.


http://SigmaAldrich.com/techservice

Rév. 6.0, 91760-LS, 2025

Sigma-Aldrich.

Instructions d'utilisation

Kit de phosphatase acide
leucocytaire (TRAP)

Procédure n° 387

[vo] Cé€

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

n "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 dépéts 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 naphtaléne-
1,6-disulfonate, formant ainsi des sels stables. Ces stabilisateurs peuvent exercer une inhibition
marquée sur certains systémes enzymatiques, alors que les chlorures de diazonium sont moins
inhibiteurs2. 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'hydrolyse 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
légere.

Solution de nitrite de sodium (réf. 914-10ML)

Nitrite de sodium, 0,1 mol/I

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

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

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

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 &
I'abri 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 controlées en incluant un frottis sanguin préparé a partir d'un
individu en bonne santé.

Procédure

1. Préchauffer suffisamment d'eau désionisée a 37 °C pour une journée d'utilisation. Vérifier la
température avant utilisation.

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

5. Etiqueter des cuves & 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 désionisée, puis contre-
colorer dans la solution d'hématoxyline de Gill n® 3 pendant 2 minutes.

8. Rincer plusieurs minutes dans de I'eau de ville 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

Résultats

Les frottis sanguins colorés sont généralement évalués de maniére subjective ; le but étant de
déterminer la présence ou I'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 différent des résultats attendus, contacter le service technique de Sigma-
Aldrich pour obtenir de I'aide.

Caractéristiques de performance analytique

Les résultats des performances analytiques pour les tests concernés effectués sur toutes les
structures cibles confirment une sensibilité, une spécificité et une répétabilité de 100 %.
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Gill n° 3 Rév. 3.0 2014

Avertissements et risques Rév. 4.0 2016

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.
Transfert vers un nouveau modéle avec I'image de marque actuelle. Précision de I'usage
387A: professionnel dans I'utilisation prévue et les précautions. Révision de I'utilisation prévue
afin de I'aligner sur les recommandations de la réglementation relative aux dispositifs
médicaux de diagnostic in vitro. Remplacement du texte « Material Safety Data Sheet »
A}fﬁy par « Safety Data Sheet » dans la version anglaise. Mise a jour des coordonnées.
= Suppression de l'instruction indiquant de suivre les normes et recommandations du
CLSI pour le prélevement des échantillons. Remplacement de la norme EN 980 par
la norme EN ISO 15223-1:2021 pour les symboles. Ajout de coordonnées en cas
H290 Peut étre corrosif pour les métaux. d'événem_ents inds_ésirables. Suppression de Ia_ référenc_e bibliographique_ n° 5. Ajout
de la section relative aux avertissements et risques. Ajout des informations sur le
mandataire suisse (CH-REP).

Rév. 5.0 2023

H302 Nocif en cas d'ingestion.

H314 Provoque des brilures de la peau et des |ésions oculaires graves. RV, 6.0 2025
H317 Peut provoquer une allergie cutanée.

H350 Peut provoquer le cancer. Mise _é jour des informations de la fiche de données de sécurité. Ajout des informations
sur l'importateur suisse.

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

H402 Nocif pour les organismes aquatiques.

P201 Se procurer les instructions avant utilisation.

P202 Ne pas manipuler avant d'avoir lu et compris toutes les précautions de sécurité.
P234 Conserver uniquement dans le récipient d'origine.

P260 Ne pas respirer les brouillards ou les vapeurs.

P264 Se laver la peau soigneusement apres manipulation.

P270 Ne pas manger, boire ou fumer en manipulant ce produit.

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

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

P301 + P 312 + P330 EN CAS D'INGESTION : appeler un CENTRE ANTIPOISON ou un médecin en
cas de malaise. Rincer la bouche.

P301 + P330 + P331 EN CAS D'INGESTION : rincer la bouche. NE PAS faire vomir.

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/se doucher.

P304 + P340 + P310 EN CAS D'INHALATION : transporter la personne a |'extérieur et la maintenir
dans une position ou elle peut confortablement respirer. Appeler immédiatement un CENTRE
ANTIPOISON ou un médecin.

P305 + P351 + P338 + P310 EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX : rincer avec précaution a l'eau
pendant plusieurs minutes. Enlever les lentilles de contact si la victime en porte et si elles peuvent
étre facilement enlevées. Continuer a rincer. Appeler immédiatement un CENTRE ANTIPOISON ou
un médecin.

P308 + P313 En cas d'exposition prouvée ou suspectée : consulter un médecin.

P333 + P313 En cas d'irritation ou d'éruption cutanée : consulter un médecin.

P362 +P364 Enlever les vétements contaminés et les laver avant réutilisation

P390 Absorber toute substance répandue pour éviter qu'elle attaque les matériaux environnants.

P405 Garder sous clé.

P406 Stocker dans un récipient résistant a la corrosion avec doublure intérieure résistant a la corrosion.

P501 Eliminer le contenu/récipient dans une installation d'élimination des déchets agréée.
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 Sigma-Aldrich, Inc., MD$S GmbH Merck KGaA,
3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271
[Ti] consuiter le mode d'emploi Numéro du lot St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany
Représentant agréé dans la Déclaration de conformité de Darmstadt, Germany
Communauté européenne/I'Union 1'Union européenne (définie dans +1(314) 771-5765
européenne c E le réglement 2017/746 relatif aux
dispositifs médicaux de diagnostic MDSS CH GmbH Sigma - Aldrich
in vitro) Laurenzenvorstadt 61 Chemie GmbH
5000 Aarau IndustriestraBe 25
- S Dispositif médical de diagnostic Switzerland CH-9470 Buchs
g Date limite d'utilisation in vitro
/H[ Limites de température & Attention Le M majuscule et Sigma-Aldrich sont des marques de commerce de Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne ou de ses
dl Date de fabrication % Importateur filiales. Toutes les autres marques sont la propriété de leurs détenteurs respectifs. Des informations détaillées sur

les marques sont disponibles via des ressources accessibles au public.

Indique le représentant agréé en
Suisse

© 2025 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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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 riservati esclusivamente all"'uso diagnostico

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)

Base Fast garnet GBC 7,0 mg/ml, C.I. 11160, in acido cloridrico 0,4 mol/L con stabilizzante.
Pericolo. Nociva se ingerita. Provoca gravi ustioni cutanee e gravi lesioni oculari. Pud provocare una
reazione allergica cutanea. Puo provocare il cancro.

Soluzione di acetato (N. di cat. 3863-50ML)
Tampone di 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.

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

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

Ematossilina certificata 6,0 g/L C.I. 75290, iodato di sodio 0,6 g/L, solfato di alluminio 52,8 g/L e
stabilizzanti. Pericolo. Nociva se ingerita. 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 la 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, combinare 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 all'uso diagnostico in vitro in un ambiente di laboratorio clinico. Questi
IVD sono destinati esclusivamente all'uso professionale da parte di personale qualificato. Gli IVD
Sigma-Aldrich 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 di midollo
0Sseo possono essere conservati fissati a temperatura ambiente (18-26 °C) per diverse settimane
o non fissati per diversi giorni senza che si verifichino considerevoli variazioni nell'attivita.?

Non spedire 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 giornaliero.
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. Aggiungere a ciascuna delle 2 provette 0,5 ml di soluzione di Fast Garnet GBC Base e 0,5 ml
di soluzione di nitrito di sodio. Miscelare capovolgendo delicatamente per 30 secondi. Lasciare
riposare per 2 minuti.

4. Applicare due etichette recanti ciascuna le lettere A e B sui due becher da 100 ml e
aggiungere quanto segue miscelando:

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 in acqua deionizzata, quindi controcolorare per

2 minuti con 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, & possibile osservare
occasionalmente la presenza di un granulo nei linfociti e in alcuni macrofagi specifici.* Negli strisci
ematici, una reazione positiva € indicata dalla presenza di piu di due cellule con attivita diffusa e
intensa, cioé oltre 40 granuli.* Per valutare la colorazione di Golgi, caratteristica dei linfociti derivati
dal timo (cellule T), si consiglia la procedura Sigma-Aldrich n. 181.

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.
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Caratteristiche di prestazione analitica

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

N. di Descrizione del Target Specificita Sensibilita Specificita Sensibilita
cat. prodotto intra- intra- inter- inter-
Soluzione di acido Sedi di
3871 fosforico naftolo g 3su3 3su3 3su3 3su3
attivita
AS-BI
Soluzione di Fast Sedi di
3872 Garnet GBC Base attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
. N Sedi di
3873 Soluzione di tartrato attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
3863 Soluzione di acetato Sedi di 3su3 3su3 3su3 3su3
attivita
Soluzione di nitrito ~ Sedi di
914 di sodio Attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
. o Sedi di
915  Soluzione di citrato ttivita 3su3 3su3 3su3 3su3
Soluzione di
GHS3  ematossilina di Gill Nuclei 3su3 3su3 3su3 3su3
n. 3

Avvertenze e pericoli

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

387A:

X

H290 Puo essere corrosivo per i metalli.

H302 Nocivo se ingerito.

H314 Provoca gravi ustioni cutanee e gravi lesioni oculari.

H317 Puo provocare una reazione allergica cutanea.

H350 Puo provocare il cancro.

H373 Puo provocare danni agli organi (reni) in caso di esposizione prolungata o ripetuta, se ingerito.
H402 Nocivo per gli organismi acquatici.

P201 Procurarsi le istruzioni prima dell'uso.

P202 Non manipolare prima di avere letto e compreso tutte le precauzioni di sicurezza.
P234 Conservare soltanto nel contenitore originale.

P260 Non respirare la nebbia o i vapori.

P264 Lavare accuratamente la pelle dopo I'uso.

P270 Non mangiare, né bere, né fumare durante I'uso di questo prodotto.

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

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

P301 + P312 + P330 IN CASO DI INGESTIONE: in presenza di malessere, contattare un CENTRO
ANTIVELENI/un medico. Sciacquare la bocca.

P301 + P330 + P331 IN CASO DI INGESTIONE: Sciacquare la bocca. NON provocare il vomito.

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 / fare una doccia.
P304 + P340 + P310 IN CASO DI INALAZIONE: trasportare I'infortunato all'aria aperta e mantenerlo
a riposo in posizione che favorisca la respirazione. contattare immediatamente un CENTRO
ANTIVELENI/un medico.

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

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

P333 + P313 In caso di irritazione o eruzione della pelle: contattare un medico.

P362 +P364 Togliere tutti gli indumenti contaminati e lavarli prima di indossarli nuovamente.

P390 Assorbire la fuoriuscita per evitare danni materiali.

P405 Conservare sotto chiave.

P406 Conservare in recipiente resistente alla corrosione provvisto di rivestimento interno resistente.
P501 Smaltire il prodotto/recipiente in un impianto di smaltimento dei rifiuti approvato.

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

N Fabbricante Numero di catalogo

Consultare le istruzioni per I'uso Codice del lotto

Rappresentante autorizzato Dichiarazione di conformita

dell'Unione europea (definita in

nella Comunita europea/Unione c E
europea IVDR 2017/746)
g Data di scadenza - :_:l)—llsvr;;)ritlvo medico diagnostico
,H’ Limite di temperatura A Attenzione
M Data di fabbricazione @ Importatore

Indica il rappresentante autorizzato
in Svizzera
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Recapiti
Per effettuare un ordine, visitare il nostro sito web all'indirizzo SigmaAldrich.com. Per il servizio di

assistenza tecnica, visitare I'apposita pagina dedicata sul nostro sito web all'indirizzo
SigmaAldrich.com/techservice.
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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 tincién histoldgica

de uso general en laboratorio. Los reactivos de fosfatasa acida son exclusivamente para «uso
diagnéstico 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 visualizacion histoldgica de la fosfatasa acida leucocitaria asociada representa una
técnica Unica en la actualidad y es cominmente utilizada en medicina.

El uso de fosfatos de naftol AS sustituidos junto con sales de diazonio para la deteccion de la
fosfatasa acida 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 ultimo compuesto se seleccioné 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 razén, 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 alin mas este método, también se incluye una
solucidn 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 segln las necesidades,
eliminando los residuos.

Segun el procedimiento de Sigma-Aldrich, las ldaminas de sangre se incuban en una solucién

que contiene &cido fosférico de naftol AS-BI y Fast Garnet GBC recién diazotizado. Las ldminas
duplicadas pueden ser tratadas con una solucién que contiene L(+)-tartrato. El naftol AS-BI,
liberado por hidrélisis enzimatica, se acopla inmediatamente con el Fast Garnet GBC formando en
los sitios de actividad depdsitos insolubles de colorante granate. Las células que contienen fosfatasa
acida 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 &acido clorhidrico 0,4 mol/I con estabilizador.
Peligro. Nocivo en caso de ingestién. Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares
graves. Puede provocar una reaccion alérgica en la piel. Puede provocar cancer.

Solucién de acetato (n.° de cat. 3863-50ML)

Solucion amortiguadora de acetato, 2,5 mol, pH 5,2 £ 0,1

Solucién de tartrato (n.° de cat. 3873-10ML)

Soluciéon amortiguadora de L(+)-tartrato, 0,335 mol, pH 4,9 £ 0,1. Advertencia. Provoca irritacion
cuténea leve.

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

Solucién de citrato (n.° de cat. 915-50ML)

Acido citrico, 18 mmol/l, citrato de sodio, 9 mmol/I, cloruro de sodio, 12 mmol y tensioactivo,

pH 3,6 £ 0,1

Solucién de hematoxilina, Gill n.° 3 (n.° de cat. GHS3-50ML)

Hematoxilina, certificada, 6,0 g/I, C.I. 75290, yodato sddico, 0,6 g/l, sulfato de aluminio, 52,8 g/I
y estabilizadores. Peligro. Nocivo en caso de ingestion. Provoca lesiones oculares graves. Usar
guantes/equipo de proteccién 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 solucién
de acetato, la solucién de tartrato, la solucién de nitrito de sodio y la solucidn de citrato a 2-8 °C.

Almacenar la solucion fijadora refrigerada (2-8 °C). Calentar a 18-26 °C antes de usar. Estable
hasta 2 meses, si se almacena bien tapada en el frigorifico. Desechar la solucion 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 solucién de citrato es adecuada para su uso en ausencia de crecimiento microbiano.

La solucién de hematoxilina se debe desechar si se vuelve marrdén (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) estan destinados a un uso de
diagndstico 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 puede utilizar
los DMDIV de Sigma-Aldrich 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, ldminas de médula 6sea, improntas citoldgicas de tejido y preparaciones
para citocentrifuga. El EDTA o la heparina servirdn como anticoagulantes. Las ldminas 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 Idminas de sangre preparadas procedentes
de una persona sana.

Procedimiento

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

2. Llevar la solucién 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 solucion 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 A y B y afiadir lo siguiente al mezclar:

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

5. Etiquetar los frascos Coplin con A y 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 esté a 37 °C antes de afnadir 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 nucleos.

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 ldaminas de sangre tefiidas se evallan subjetivamente para detectar la presencia

o0 ausencia de enzima resistente al tartrato. En ausencia de &cido tartérico, 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 las extensiones de
sangre, una reaccion positiva se denota por la presencia de més 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.° Descripcién del Objetivo E_specifi- Sensibilidad Especifici- Sensibilidad

de producto cidad in- intraensayo dad inter- interensayo
cat. traensayo ensayo

3872 Solucion base Fast  Lugares de 5 ge 3 3de3 3de3 3de3
3873  Solucién de tartrato '-;gtah;?jage 3de3 3de3 3de3 3de3
3863  Solucién de acetato L:gtai\;ie;age 3de3 3de3 3de3 3de3
914  Solucion denitrito  Lugaresde 5 4 3 3de3 3de3 3de3
915  Solucién de citrato '-;‘gt?\jie;aﬂe 3de3 3de3 3de3 3de3
GHS3 |, ooucénde Niceos  3des3 3de3 3de3 3de3
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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.

387 A:

H290 Puede ser corrosivo para los metales.

H302 Nocivo en caso de ingestion.

H314 Provoca graves quemaduras en la piel y lesiones oculares.
H317 Puede provocar una reaccion cutanea alérgica.

H350 Puede provocar cancer.

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

H402 Nocivo para los organismos acuaticos.

P201 Procurarse las instrucciones antes del uso.

P202 No manipular antes de haber leido y comprendido todas las precauciones de seguridad.
P234 Conservar Unicamente en el embalaje original.

P260 No respirar nieblas ni vapores.

P264 Lavarse cuidadosamente la piel después de la manipulacion.

P270 No comer, beber o fumar mientras se manipula este producto.

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

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

P301 + P 312 + P330 EN CASO DE INGESTION: Llamar a un CENTRO DE INFORMACION
TOXICOLOGICA o a un médico si la persona no se encuentra bien. Enjuagarse la boca.

P301 + P330 + P331 EN CASO DE INGESTION: Enjuagarse la boca. NO provocar el vomito.

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

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

P305 + P351 + P338 + P310 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Enjuagar con agua
cuidadosamente durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto cuando estén presentes y
pueda hacerse con facilidad. Proseguir con el lavado. Llamar inmediatamente a un CENTRO DE
INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico.

P308 + P313 En caso de exposicidn demostrada o supuesta: consultar a un médico.
P333 + P313 En caso de irritacion cutanea o sarpullido: consultar a un médico.
P362 +P364 Quitar la ropa contaminada y lavarla antes de volverla a usar.
P390 Absorber el vertido para prevenir dafios materiales.
P405 Guardar bajo llave.
P406 Almacenar en un recipiente resistente a la corrosion con revestimiento interior resistente.
P501 Eliminar el contenido/recipiente en una planta de eliminacion de desechos aprobada.
Si, durante el uso de este dispositivo o como resultado de su uso, se produce un

incidente grave, informe de ello al fabricante o a su representante autorizado y a
su autoridad nacional.

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

“ Fabricante

Numero de catdlogo

Consultar instrucciones de uso

[
R tant torizad I
Cgfr:-siie;a:nEErzl;ezr/lﬁanignegu?opea CE
<
4
il

Caédigo de lote

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

. Producto sanitario para diagndstico
Fecha de caducidad in vitro
Limite de temperatura & Precaucion
Fecha de fabricacion % Importador

Indica el representante autorizado
en Suiza

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

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

Historial de revisiones

Rev. 3.0 2014

Rev. 4.0 2016

Rev. 5.0 2023

Transferido a la nueva plantilla con la marca actual. Especificado para uso profesional
en uso previsto y precauciones. Se ha revisado el uso previsto para adaptarlo a las
directrices europeas sobre DIV. Se ha actualizado la ficha de datos de seguridad del
material a la ficha de datos de seguridad. Se ha actualizado la informacién de contacto.
Se ha eliminado la instruccion de seguir el CLSI para la recogida de muestras. Se ha
eliminado la norma EN 980 y se ha cambiado a la norma EN ISO 15223-1:2021 en

los simbolos. Se ha afiadido la informacién de contacto en caso de acontecimientos
adversos. Se ha eliminado el nimero de referencia 5. Se han afiadido advertencias y
peligros. Se ha afnadido la informacion del representante de Suiza.

Rev. 6.0 2025
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la informacién del importador de Suiza.
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Brugsanvisning

Sur fosfatase-saet (TRAP) til
leukocytter

Procedure nr. 387

[vo] Cé€

Tilsigtet brug

Sigma-Aldrich Acid Phosphatase-saet er beregnet som en histologisk farvning til almindelig
laboratoriebrug. Sur fosfatase-reagenser er udelukkende beregnet til professionel "in vitro-
diagnostisk brug". Denne manuelle, kvalitative, histokemiske procedure p&viser 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 pd 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, C.I. 11160, i 0,4 mol/I saltsyre med stabilisator. Fare. Farlig
ved indtagelse. For&rsager sveere zetsninger af huden og gjenskader. Kan forérsage 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, natriumklorid, 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, C.I. 75290, natriumiodat, 0,6 g/I, aluminiumsulfat, 52,8 g/l og
stabilisatorer. Fare. Farlig ved indtagelse. Forarsager alvorlig gjenskade. Baer beskyttelseshandsker/
gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

Szerlige materialer, som er pakreevede, men ikke medfalger
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 kel (2-8 °C). Opvarm til 18-26 °C for 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 fraveaer af mikrobiel vaekst.

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

Klarggring
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 kvalificeret personales professionelle brug. 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
ger 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 regler.

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 overvages 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
for brug.

2. Bring fiksativoplgsningen til stuetemperatur (18-26 °C). Fiksér 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:

Baegerglas A Bagerglas B

Demineraliseret vand, der er forvarmet til 45 ml 45 ml
37 °C

Diazoteret Fast Garnet GBC-oplgsning (trin 3) 1,0 ml 1,0 ml
Naphthol-AS-BI-fosfatoplgsning 0,5 ml 0,5 ml
Acetatoplgsning 2,0 ml 2,0 ml
Tartratoplgsning _ 1,0 ml

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

6. Anbring objektglas i Coplin-skale, 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.
N&r 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.

Sur fosfatase-aktivitet fremstar som lilla til mgrkergde granula i cytoplasmaet i de fleste
leukocytter.

Kontakt Sigma-Aldrichs tekniske service for at fa hjzelp, hvis de observerede resultater afviger fra
de forventede resultater.

Analytiske praestationskarakteristika

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

Kat. Produktbeskri- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. velse inden for inden for mellem mellem
analyse analyse analyser analyser
Naphthol-AS-Bl-fos- Aktivitets-
3871 forsyreoplasning steder 3af 3 3af 3 3af3 3af3
Fast Garnet GBC-ba- Aktivitets-
3872 seoplgsning steder 3af 3 3af 3 3af3 3af3
: Aktivitets-
3873 Tartratoplgsning steder 3af 3 3af 3 3af3 3af3
. Aktivitets-
3863 Acetatoplgsning steder 3af 3 3af 3 3af3 3af 3
Natriumnitritop- Aktivitets-
914 lgsning steder 3af 3 3af 3 3af3 3af3
y . Aktivitets-
915 Citratoplgsning steder 3af 3 3af 3 3af3 3af 3
GHs3 HeEmatoxylinoplas- oo 3af3 3af3 3af3 3af3

ning, Gill nr. 3
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Advarsler og farer

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

387A:

H290 Kan zetse metaller.

H302 Farlig ved indtagelse.

H314 Fordrsager svaere aetsninger af huden og gjenskader.
H317 Kan for8rsage allergisk hudreaktion.

H350 Kan fremkalde kreeft.

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

H402 Skadelig for vandlevende organismer.

P201 Indhent seerlige anvisninger fgr brug.

P202 Anvend ikke produktet, for alle advarsler er lzest og forstaet.

P234 Opbevares kun i den originale beholder.

P260 Ind&nd ikke t8ge eller dampe.

P264 Vask huden grundigt efter brug.

P270 Der m4 ikke spises, drikkes eller ryges under brugen af dette produkt.

P280 Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.
P280 Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

P301 + P312 + P330 I TILFALDE AF INDTAGELSE: Kontakt GIFTLINJEN/en laege i tilfeelde af
ubehag. Skyl munden.

P301 + P330 + P331 I TILFALDE AF INDTAGELSE: Skyl munden. Fremkald IKKE opkastning.

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

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

P305 + P351 + P338 + P310 VED KONTAKT MED @INENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter.
FjerrL eventgelle kontaktlinser, hvis de er til stede og er lette at fjerne. Fortsset med at skylle. Ring
omgaende til GIFTLINJEN/en laege.

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

P333 + P313 Ved hudirritation eller udsleet: Sgg lseegehjzelp.

P362 + P364 Forurenet tgj tages af og vaskes, fgr det bruges igen.

P390 Absorber udslip for at undgd materielskade.

P405 Opbevares under I8s.

P406 Opbevares i atsningsbestandig beholder med modstandsdygtig indvendig belaegning.

P501 Indholdet/beholderen bortskaffes p& et godkendt affaldsanleeg.

Hvis der er opstdet en alvorlig haendelse under brugen af denne enhed eller
som fglge af dens brug, skal det indberettes til producenten og/eller dennes
autoriserede repraesentant og til den nationale myndighed i brugerens land.

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

u Producent -
[E] Se brugsanvisningen

Katalognummer

Batchkode

Autoriseret repraesentant

LOT

i Det Europeeiske Fzellesskab/Den C E
Europaeiske Union

A

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

g Sidste anvendelsesdato Medmms_k udstyr til in vitro-
diagnostik

/ﬂ’ Temperaturgraense Forsigtig

@ Fremstillingsdato Importgr

E Angiver den autoriserede

repraesentant i Schweiz
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Kontaktoplysninger

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

Revisionshistorik

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

Overfgrt til ny skabelon med nuveaerende branding. Specificeret til professionel

brug under tilsigtet brug og forsigtighedsregler. Revideret tilsigtet brug for at

stemme overens med IVDR-retningslinjer. Opdateret materialesikkerhedsdatablad
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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. Syrafosfatasreagenser &r endast avsedda for yrkesmassig "In Vitro-
diagnostik”. Det har manuella, kvalitativa och histokemiska forfarandet pavisar syrafosfatas-
aktivitet i leukocyter i manskligt blod, benmarg och beréringspreparat for vavnader. Histologisk
visualisering av leukocyt associerad med syrafosfatas ar en unik teknik som for narvarande ofta
anvénds inom medicinska omraden.

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 arbetsreagensvolymerna efter behov, vilket eliminerar sléseri.

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, C.I. 11160, i 0,4 mol/I 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)

Certifierat hematoxylin, 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 tillhandahélls
e Aceton, ACS-reagens

e Formaldehyd 37 %

Férvaring och héllbarhet

Férvara hematoxylinlésningen i rumstemperatur (18-26 °C). Skydda frén ljus. Utgdngsdatum finns
p8 reagensetiketterna.

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

Férvara fixeringslosning i kylsk3p (2-8 °C). Varm till 18-26 °C fére anvandning. Stabil i upp
till 2 m&nader om den forvaras med tatt &tsittande lock i kylskap. Kassera fixeringslésning om
avdunstning noteras och forbered 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 (6veroxiderad av luft) eller lila (minskad
surhet).

Beredning
Reagenser tillhandahélls redo att anvandas.

Bered fixeringsldsning 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
laboratoriemiljé. Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik ar endast avsedda att
anvandas av kvalificerad personal. Medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik fran Sigma-
Aldrich far anvéandas 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 féremal 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, “touch”- védvnadspreparat och cytocentrifugpreparat kan anvandas. 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 férandring

i aktivitet.? Skicka inte helblod for analys pa andra laboratorier. Skicka fixerade eller ofixerade
objektglas. Objektglasen ska forvaras svalt under transporten. L&t 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 tillsdtter du 0,5 ml Fast Garnet GBC-baslésning och 0,5 ml
natriumnitritlésning. Blanda genom att vénda forsiktigt i 30 sekunder. L&t std i 2 minuter.

4. Mark tvd 100 mi-bagare A och B och tillsatt foljande 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
frén ljus.

7. Efter 1 timme skéljer du objektglasen noggrant i avjoniserat vatten och motfargar sedan
2 minuter i hematoxylinlésning, Gill nr 3.

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

9. Lufttorka och utvédrdera mikroskopiskt. Tackglas rekommenderas inte eftersom férgen bleknar
med tiden.

Prestandaegenskaper

Resultat

Fargade blodutstryk utvarderas subjektivt med avseende pd 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 férekomst av mer &n 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 hjélp ifall resultaten som observeras avviker fran de
forvantade resultaten.

Analytiska prestandaegenskaper

De analytiska prestandaresultaten for de givna testerna utférda pa alla méalstrukturer bekréaftar
100 % sensitivitet, specificitet och repeterbarhet.

Kat.- Produkt- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. beskrivning inom analys inom analys mellan mellan
analyser analyser

Naftol-AS-BI-fosfor- Aktivitets-

3871 syralosning stillen 3av3 3av3 3av3 3av3
Fast Garnet Aktivitets-

3872 GBC-baslésning stallen 3av3 3av3 3av3 3av3
P Aktivitets-

3873 Tartratlésning stillen 3av3 3av3 3av3 3av3

3863 Acetatldsning Akstt';l'lt:rfs 3av3 3av3 3av3 3av3
) S Aktivitets-

914  Natriumnitritlésning stallen 3av3 3av3 3av3 3av3

915 Citratlésning Akstt';l'lteerfs 3av3 3av3 3av3 3av3

GHs3 Mematoxylinlosning, urnor 34y 3 3av3 3av3 3av3

Gill nr.




2-SV

Varningar och faror

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

387A:

H290 Kan vara fratande p& metaller.

H302 Skadligt vid fortaring.

H314 Orsakar allvarliga brannskador p& huden samt 6gonskador.

H317 Kan orsaka en allergisk hudreaktion.

H350 Kan orsaka cancer.

H373 Kan orsaka skador p& organ (njurar) genom l&ngvarig eller upprepad exponering vid fortaring.
H402 Skadligt for vattenlevande organismer.

P201 Inh&mta sarskilda instruktioner fére anvandning.

P202 Hantera inte forran alla sékerhetsforeskrifter har lasts och forstatts.
P234 Forvara endast i originalférpackningen.

P260 Inandas inte dimma/&ngor.

P264 Tvatta huden noggrant efter hantering.

P270 At inte, drick inte och rék inte nér du anvander produkten.

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

P301 + P312 + P330 VID FORTARING: Ring en GIFTINFORMATIONSCENTRAL/l&kare om du méar
daligt. Skolj munnen.

P301 + P330 + P331 VID FORTARING: Skélj munnen. Framkalla INTE krékning.

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

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

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

P308 + P313 Vid exponering eller misstanke om exponering: Uppsok lakare.
P333 + P313 Vid hudirritation eller utslag: Uppsok lakare.

P362 + P364 Ta av nedstdnkta klader och tvatta dem innan de anvands igen.
P390 Sug upp spill for att undvika materiella skador.

P405 Férvaras inlst.

P406 Férvaras i korrosionsbesténdig behdllare med besténdigt innerhélje.
P501 Innehé&llet/beh&llaren lamnas till en godkand avfallsanldggning.

Om det har intraffat ett allvarligt tillbud medan denna enhet anvants 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
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Kontaktuppgifter

For att géra en bestallning beséker du v8r webbplats pa SigmaAldrich.com. Fér teknisk service beséker
du sidan for teknisk service pa var webbplats SigmaAldrich.com/techservice.
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Instrugdes de utilizagdo

Kit de fosfatase acida de
leucdcitos (TRAP)

Procedimento N.© 387

C€ SiGMa

Utilizacdo 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 exclusivamente a
"Utilizagdo para diagndstico in vitro" por profissionais. Este procedimento histoquimico, qualitativo
e manual, destina-se a demonstrar atividade de fosfatase acida em leucécitos de sangue humano,
peliculas de medula dssea e preparagdes por contacto de tecido. A visualizagdo histoldgica da
fosfatase acida leucocitaria é uma técnica Unica atualmente utilizada em medicina.

A utilizagdo de fosfatos de naftol AS substituidos em conjunto com sais de diazénio na detegdo

de fosfatase acida em leucdcitos 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
estdveis. Estes sdo formados pela reagdo de uma arilamina com nitrito de sédio num meio &cido.?
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 diazonio sdo menos inibitérios.2 Por este motivo, a Sigma-Aldrich
fornece agora uma solugdo estével de Base granada rapida GBC e Nitrito de sddio para citoquimica
de fosfatase &cida. Para simplificar ainda mais este método, estd também incluida uma solug&o
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 sdo incubadas numa
solugéo 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 hidrdlise enzimatica, acopla-se imediatamente & Granada rapida GBC formando
depdsitos insollveis de corante castanho nos locais de atividade. As células que contém fosfatase
acida sensivel ao acido tartérico sdo desprovidas de atividade. As células mononucleares que
contém fosfatase resistente ao acido tartarico ndo sdo afetadas por tal tratamento.

Reagentes

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

Solugdo de base granada rapida GBC (N.° de cat. 3872-10ML)

Base granada rapida GBC, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, em &cido cloridrico a 0,4 mol/l com estabilizador.
Perigo. Nocivo por ingestdo. Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves. Pode provocar
uma reagdo alérgica cutdnea. 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.
Solugdo de nitrito de sodio (N.° de cat. 914-10ML)

Nitrito de sddio, 0,1 mol

§oluq§o de Citrato (N.° de cat. 915-50ML)

Acido citrico, 18 mmol/I, citrato de sédio, 9 mmol/l, cloreto de sddio, 12 mmol/I e tensioativo,
pH 3,6 £ 0,1

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

Hematoxilina, certificada, 6,0 g/, C.I. Iodato de sddio 75290, 0,6 g/I, sulfato de aluminio, 52,8 g/I

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%

Conservagdo 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, Solugdo de Base granada rapida GBC,
Solugdo de Acetato, Solugdo de Tartarato, Solugéo de Nitrito de sédio e Solugdo de Citrato a uma
temperatura de 2-8 °C.

Conservar a Solugéo 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 evaporagao e preparar fresco.

Deterioragao

A Soluggo de Acido fosférico de naftol AS-BI e a Solugéo 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).

Preparagao
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.

Precaugbes

Estes DIV destinam-se a utilizag&o para diagnostico in vitro num ambiente de laboratério clinico.
Estes DIV destinam-se apenas a utilizagdo profissional por pessoal qualificado. Os DIV da
Sigma-Aldrich podem ser utilizados por técnicos de laboratério com formagé&o no manuseamento
de amostras humanas potencialmente infeciosas e na utilizagdo de microscopios e outros
equipamentos laboratoriais e com percecdo cromatica e acuidade visual para distinguir cores e
outros objetos ao microscopio.

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

Procedimento

Colheita de amostras

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

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 varias
semanas ou ndo fixadas durante varios dias sem alteragdo apreciavel da atividade.? Ndo enviar
sangue total para ensaio noutros laboratdrios. Enviar laminas fixadas ou ndo fixadas. As laminas
devem ser mantidos refrigeradas em transito. Permitir que as peliculas sequem durante, pelo
menos, 1 hora antes da fixagao.

Notas

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

Procedimento

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

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

3. A cada um dos 2 tubos de ensaio, adicionar 0,5 ml de Solug&o de base granada rapida GBC
e 0,5 ml de Solugdo de nitrito de sddio. 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
Solugéo de Granada rapida GBC diazotizada 1,0 ml 1,0 ml
(Passo 3)
Solugéo de Fosfato de naftol AS-BI 0,5 ml 0,5ml
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 estd 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 4gua 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.* 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
linfécitos 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 Especi- Sensibili- Especifici- Sensibili-
cat. produto ficidade dade dade dade
intraensaio intraensaio interensaio interensaio
Solugdo de Acido )
3871 fosforico de Localsde 343 3de3 3de3 3de3
naftol AS-BI
Solugdo de Base Locais de
3872 granada répida GBC atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
~ Locais de
3873 Solugdo de Tartarato atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
~ Locais de
3863  Solugdo de Acetato atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
Solugdo de Nitrito  Locais de
914 de sodio atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
~ ) Locais de
915 Solugdo de Citrato atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
Solugdo de
GHS3 Hematoxilina, Ndcleos 3de3 3de3 3de3 3de3

Gilln.°o3
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Adverténcias 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.

H317 Pode provocar uma reagdo alérgica cutanea.

H350 Pode provocar cancro.

H373 Pode afetar os 6rgdos (Rins) apds exposigdo prolongada ou repetida em caso de ingest&o.
H402 Nocivo para os organismos aquaticos.

P201 Pedir instrugbes especificas antes da utilizacdo.

P202 Ndo manuseie o produto antes de ter lido e percebido todas as precaugdes de seguranga.
P234 Manter sempre o produto na embalagem original.

P260 N&o respirar as névoas/vapores.

P264 Lavar a pele cuidadosamente apés manuseamento.

P270 N&o comer, beber ou fumar durante a utilizagdo deste produto.

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

P280 Usar luvas de protegdo, vestuario de protegdo, protegdo ocular e protegdo facial.

P301 + P312 + P330 EM CASO DE INGESTAO: Caso sinta indisposigdo, contacte um CENTRO DE
INFORMAGCAO ANTIVENENOS/médico. Enxaguar a boca.

P301 + P330 + P331 EM CASO DE INGESTAO: Enxaguar a boca. NAO provocar o vémito.

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

P304 + P340 + P310 EM CASO DE INALAGCAO: 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 + P310 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: Enxaguar
cuidadosamente com &gua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal
Ihe for possivel. Continue a enxaguar. Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMAGAO
ANTIVENENOS/médico.

P308 + P313 Em caso de exposigdo ou suspeita de exposicdo: Consulte um médico.

P333 + P313 Em caso de irritagdo ou erupgdo cutanea: Consulte um médico.

P362 + P364 Retirar a roupa contaminada. Lavar a roupa contaminada antes de a voltar a usar
P390 Absorver o produto derramado a fim de evitar danos materiais.

P405 Armazenar num local fechado a chave.

P406 Armazenar num recipiente resistente a corrosdo com um revestimento interior resistente.

P501 Eliminar o contelido/recipiente numa estacdo de eliminagdo de residuos aprovada.

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

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

N Fabricante NUmero de catdlogo

Cddigo do lote

EE] Consultar as instrugdes de
utilizagdo

Representante autorizado
na Comunidade Europeia/Unig&o c E
Europeia

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

Dispositivo médico para diagndstico

Data de validade S
in vitro

Limite de temperatura

Data de fabrico %
Indica o representante autorizado
na Suiga

Atengdo

Importador
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Informacoes de contacto

Para encomendar, visite o nosso site em SigmaAldrich.com. Para Assisténcia técnica, visite a pagina de
assisténcia técnica no nosso site SigmaAldrich.com/techservice.
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03dnyieg xpriong

KiT 0&ivnc pwopaTtaong
AeukokuTTapwVv (TRAP)
Aiadikaoia ap. 387

MILIBPORR
C€ SiGMa

Mpoopiopevn xpion

Ta KIT 0§IvnG pwopataong Tng Sigma-Aldrich npoopifovTal wg IGTOAOYIKI XPWON YEVIKAG
£pYAcTNPIAKNG XpAong. Ta avTidpacTrpia 6§Ivng pwaparacng npoopifovral Hovo yia
£NAYYEAUATIKR «in Vvitro S1ayvwaoTIKr XpAon». AUTA N Wn auTopaTtn, MoloTIKR, IoToXNHIKY diadikacia
avayvwpilel Tn dpactnpidTNTa TNG O0&IVNG PwoPaTaong oTa AEUKOKUTTapa avepwnivou aiparog,
HugAoU TwV 00T®V KAl NAPACKEUAOHATWY I0T®V ANOTUNWHATIKAG KUTTapoAoyiag. H 10ToAoyIKn
OMTIKOMOINGN TNG OXETIZOHEVNG HE TA AEUKOKUTTAPA O§IVNG GwoMaTaong €ival Yia povadikr TEXVIKN
nou €ni Tou NapOVTOG XPNOIKOMOIEITAl EUPEWG OTNV IATPIKN.

H Xpnon unokaTeoTNHEVNG PWOPOPIKNG vapBOANG AS ae ouvduacpd pe akata dialwviou yia TNV
avixveuon Tng 6§IvnG Gwoeatacng oe avbpmniva AEUKOKUTTApa avapepBnKe yia npwTn ¢opa and
Toug Goldberg kai Barka.! H diadikacia Tng Sigma-Aldrich yia Tnv avayvapion autol Tou eviUpou
XPNnoigonoiei puwao@opikr vapBoAn AS-BI kai npoopata dialwTwpévo alag fast garnet GBC. Autn
n évwon enAEXBNKe eneidr npaypaTonolei ypriyopa oUleugn oe 0§Ivo pH, axnuatifovrag e5aipeTika
adIAAUTEG EVANOBETEIG XPWOTIKNG.

01 neplocoTeEPeG dladikacieg, CUPNEPIAGUPBAVOPEVNG AUTNG Nou napéxeral and tn Sigma-Aldrich,
Xpnoiponolouv aTabepd ahara dialwviou. AUTa oxnuarifovral Pe avtidpaon piag apuAapivng

HE VITPWAEG vaTpIo o€ éva 0&Ivo péoo.2 To npokUnTov XAwpioUxo dialwvio (ouviBws aoTabeg)
Hnopei aTn ouvéxela va unoBAnBei o enegepyaaia e EVWOEIG ONWG XAwpPIoUX0G Weudapyupog,
BeNKkOG Weudapyupog f vagBaAevo-1,6-3100UNPOVIKO, oxnuaTifovTag otabepd aiarta. AuToi ol
oTaBePONOINTEG EVOEXETAI VA AOKOUV £VTOVN avaoTaATIkh dpacn o opiopéva eviupaTikG cuoThpaTa,
v Ta xAwpioUxa dialwvia givar AlydTepo avaoTaATika.? MNa autov Tov Adyo, n Sigma-Aldrich
napéxel nAéov éva otabepd diahupa Baong fast garnet GBC kai viTp@doug vaTpiou yia Tnv
KUTTapoxnueia TG 6&Ivng woparaong. Mpokeipévou va anionoindei nepamépw autn n pédodog,
nepiAauBaverair eniong éva otabepd udaTikod dIAAUPA PWOPOPIKNG vapBoAng AS-Bl. H diaBeaipotnta
AUTOV TV 0TABEP®V SIAAUNATWV EMITPENEI OTOUG XPNOTEG VA NPocapuolouv Toug OYKOUG TwV
avTiIdpacTnpiwv epyaciag avaloya We TIG avAyKeG, HEI@VOVTAG Ta anopAnTa.

SUppwva pe Tn diadikacia Tng Sigma-Aldrich, Ta @I aipaTog enwdalovral og SIGAUKA NOU NEPIEXE!
vaeooAn AS-BI - pwo@opiko oEU kal npoceata dialwTwlévo fast garnet GBC. Ta dinAdTUNG PIAY
pnopouv va unoBAnBoulv oe enegepyaocia pe €va diahupa nou nepiéxel L(+) Tpuyiko o§U. H vapBoAn
AS-BI, nou aneAeuBepmveTal Pe eviupaTikn udpOAUCHN, NpaypaTonolei apéows oUZeugn pe To fast
garnet GBC, axnparifovrag adlaAuTeG evanoBETEIG KaaTavig XPWOTIKNAG OTa onueia dpaaTnpioTnTag,.
Ta kUTTapa nou MePIEXOUV €UaioBNTN GTO TPUYIKO OEU OEIVN GwopaATacn atepouvTal
dpacTnpIdTNTag. Ta povonupnva KUTTapa nou NEPIEXOUV avBEKTIKN OTO TPUYIKO 0EU GpwopaTdaocn dev
ennpealovral and Tnv ev Aoyw engkepyaaia.

AvTiSpaoTnpia
AiaAupa va@OoAng AS-BI - pwo@opikol 0§£og (Ap. katahoyou 3871-10ML)
Na@BoAn AS-BI - pwo@opikd o&U, 12,5 mg/mL

AiaAupa Baong Fast Garnet GBC (Ap. kataldyou 3872-10ML)

Baon Fast garnet GBC, 7,0 mg/mL, C.I. 11160, o udpoxAwpikod o&U 0,4 mol/L pe aTabeponoinTn.
Kivduvog. EniBAaBeg oe nepinTwaon katanoong. Mpokalei coBapd depuaTika eykavparta Kai
0pBaApIKEG BAABEG. Mnopei va npokaAeoel aAAepyikr deppaTikr avTidpaon. Mnopei va npokaAéoel
Kapkivo.

OZ1k6 d1aAupa (Ap. katahdyou 3863-50ML)
O&Iko pubpioTiko diaAupa, 2,5 mol/L, pH 5,2 £ 0,1

Tpuyiko diaAupa (Ap. katahoyou 3873-10ML)
PuBpioTIKO S1aAupa L(+) Tpuyikou o&g€og, 0,335 mol/L, pH 4,9 * 0,1. Mpoeidonoinan. MpokaAei fnio
£peBIOUO TOu BEPHATOG.

AlaAupa viTp@doug vatpiou (Ap. kataAdyou 914-10ML)
NiTpwdeg vaTpio, 0,1 mol/L

AidaAupa KITpikou (Ap. katahoyou 915-50ML)

KiTpikd 0&U, 18 mmol/L, KiITpik6d vatpio, 9 mmol/L, xAwpiouxo varpio, 12 mmol/L, kai
£NipavelodpacTiko, pH 3,6 £ 0,1

AiaAupa aiparo§ulivng, Gill ap. 3 (Ap. kataAdyou GHS3-50ML)

Aipato&uAivn, migtonoinpévn, 6,0 g/L, C.I. 75290 1wd1ko6 varpio, 0,6 g/L, Beiko apyilio, 52,8 g/L
kal oraBeponoinTég. Kivduvog. EniBAaBEG oe nepinTwon katanoong. MpokaAei coBapr) opOaApIKn
BAGBN. Na @opdaTte NPOOTATEUTIKA YAVTIA/WECA ATOMIKAG NPOCTACiag yia Ta pdaTia/To Npoowno.

Eid1ka UAIKG nou anaiTouvTal aAAd dev napexovTai

e AkeTOVN, avTidpactrpio ACS

o ®oppaAdelidn, 37%

®UAAEN kal oTabepoTNTA

®uAdooeTe To dlAAupa aipaToEUAivng oe Beppokpacia dwuatiou (18-26 °C). MpooTateloTe anod To
®wG. H eTikéTa TOU AvTIBPACTNPIOU avapEpel TNV nuepopnvia ARENG.

®dulaooeTe To diaAupa vapBoAng AS-BI - pwopopikol 0&€og, To didAupa Baong Fast Garnet GBC,
T0 0EIKO JIAAUNA, TO TPUYIKO SIAAUKA, TO SIAAUNA VITPWAOUG vaTPiou Kal TO KITPIKO SIAAUPa OTouG
2-8 °C.

®UAAGOCETE TO HOVIPONOINTIKO dlAAupa aTo wuyeio (2-8 °C). Ogppavere aToug 18-26 °C npiv and n
Xpnon. Z1abepd yia €wg 2 PAVEG, €4V GUAAXBei o€ Wuyeio PE TO KANAKI EPUNTIKA KAEIOTO. AnoppiyTe

TO HOVIPONOINTIKO JIAAUNA €Gv napatnpnei €EATHION KAl NAPACKEUATTE (PPETKO.

AN\oiwaon

To diaAupa va@BoAng AS-BI - pwao@opikol 0§E0G Kal To TPUYIKO didAupa Ba npenel va
anoppinTovTal edv avantuxBei BoAepoTnTa.

To kiTpikd diGAupa givar kataAAnAo yia Xprion anouaia HiIKpoBIakng avantugng.

To d1aAupa aipatoEuAivng Ba npenel va anoppinTeTal av yivel kape (unepo&eidwon anod Tov agpa) n
HoB (anwAeia o§UTNTAG).

Mapaokeun
Ta avTidpacTrpia napéxovTai EToIua yia xpron.

MNapaokeudaaoTe poviponoinTikd didAupa, cuvdualovrag 25 mL KITpikoU diaAUupaTtog, 65 mL akeTovng
Kal 8 mL @oppaAdelidng 37%. TonoBeTATE 0g YUAAIVI PIAAN Kal KAEIOTE EPUNTIKA TO KANAKI.

MpopuAageig

AuTd Ta BonBrpata IVD npoopilovTal yia in vitro dlayvwaTikr Xpron o€ nepiBAAAov KAIvikoU
epyaoTnpiou. Auta Ta BonBnuara IVD npoopilovTal yia enayyeAUaTikn Xpron Hovo and
£EeIDIKEUPEVO NpoowNIKO. Ta BondnuaTa IVD Tng Sigma-Aldrich pnopouv va xpnaoiponoloUvTal ano
£pYAOTNPIAKO NPOCWMIKO TO OMOio gival eKNAISEUPEVO va XeIpileTal avBpwniva deiypata nou Pnopei
va gival JoOAUCPaTIKA, va XPNOIKOMOIEI IKPOOKOMIa Kal GANOV £pyacTnpiakd e50NAIOHO Kal dIabETel
avTiANWn TwV XpWHATWV Kal onTIKA o§UTNTA yid va JIakpivel Ta XpOHATa Kai GAAG avTIKEIJEVa KATW
and HIKPOoKONIo.

Mpénel va akohouBoUvTal or GUVABEIG MPOPUAAEEIG KATA TOV XEIPIOHO EPYATTNPIAKDV
avTidpaoTnpinv. ANoppiyTe Ta andBANTA TNPWVTAG OAOUG TOUG TOMIKOUG, NOAITEIAKOUG,
nepipepeiakoUg f €BVIKOUG Kavoviopoug.

Ailadikacia

SuAhoyn delypaTwv

Kapia yvwoTn pébodog dokipaciag dev pnopei va npoo@épel nAnpn diaBeBaiwon OTI Ta deiyparta
aiparog ry 10ToU dev Ba peTadmoouv Aoidwén. Enopévmg, 0Aa Ta napdywya aipatog r) Ta deiypara
10ToU Ba npénel va BewpolvTal SuvnNTIKA HOAUCHATIKA.

MnopoUv va xpnaiponoinBoUv GIAY aipaTog, HUEAOU TwV 00T®Y, NAPACKEUAOHATA 10TV
anoTunNWHATIKNG KUTTapoAoyiag Kal napacKeUAcHATa KUTTapo-puyokevTpnong. Eite To EDTA eiTe
n nnapivn 6a XpNoIHEUCOUV WG AVTIMNKTIKA. Ta QIAM aigaTog r HUEAOU TV 00TV WMnopolv va
@uAaxBoUv poviponoinuéva oe Bepuokpacia dwuaTiou (18-26 °C) yia apkeTEG EBOOUADEG 1 N
HOVIHOMNOINKEVA YIA APKETEG NUEPEG XWPIG aloBNTA aAAayr oTn dpacTnpeioTnTa.> Mnv anooTEAAETE
0AIKO aipa yia avaAuon o€ AAAa epyacTripia. ANOGTEANETE HOVIHOMOINKEVEG ] W HOVIHOMOINHEVEG
QVTIKEIHEVOPOPOUG. OI QVTIKEIHEVOPOPOI NPENEel va diaTnpoUvTal SpOCEPEG KATA TN HETAPOPA.
AQNOTE Ta QIAY VA OTEYV®OOUV TOUAAYIoTOV 1 @pa npiv anoé Tn povigonoinon.

SNUEIDOEIG

H anddoon Tng dokipaciag Ba npénel va eAeyxBei cupnepIAapBavovTag GIAY aigaTog nou Exel
napackeuaaoTei and éva uyiég aTopo.

Aiadikaaoia

1. TpoBeppaveTe apKETO ANIOVICHEVO VEPO Yia Xpron piag nuépag atoug 37 °C. EAéyETe TN
Beppokpacia npiv and T xpnaon.

2.  ®épTe TO poviponoinTiko diahupa o Bgppokpacia dwpatiou (18-26 °C). MoviuoNoINaTE Tig
AVTIKEIHEVO(POPOUG HE EPRANTION OE POVIHOMOINTIKO diaAupa yia 30 deuTepOAENTA. ZENAUVETE
KAaAd O€ aniovIioPEVO VEPO: MNV a@VETE TIG AVTIKEIHEVOPOPOUG VA OTEYVHOTOUV.

3. e kaBéva anod Ta 2 dokIuaoTika owAnvapia, npooBeaTe 0,5 mL diaAUpaTtog Baong Fast
Garnet GBC kal 0,5 mL diaAUpaTog vITp®doug vaTpiou. Avauei&Te Pe fnia avactpo®n yia
30 deutepOAenTa. AQROTE TO WeiyHa va napapeivel oe npepia yia 2 Aentd.

4. Emonuavere wg A kai B dUo notrpia Twv 100 mL kai npooBéaTe Ta akdAouba evd
avaperyvUeTe:

MotnAp1 A MoTtnp1 B

AnIOVIOHEVO VEPO, NPOBEPHACHEVO OTOUG 45 mL 45 mL
37 °C

AlalwTwpévo diaAupa Fast Garnet GBC 1,0 mL 1,0 mL
(Brpa 3)

AIGAUPa QWOPOPIKAG vapBOoAng AS-BI 0,5 mL 0,5 mL
O&Iko didAupa 2,0 mL 2,0 mL
Tpuyikd diaAupa _ 1,0 mL

5. Emionuavere Ta doxeia Coplin wg A kai B kal peTagépeTe Ta dlaAupata and Ta noTnpia oTo
kataAAnAo doxeio Coplin. @gpudvere Ta diahlpata ota doxeia oToug 37 °C og udaToAouTpo.
EAEyETe OTI N Beppokpacia gival oToug 37 °C nNpoToU NPOTBETETE AVTIKEILEVOPOPOUG.

6. TpocBeaTe avTikelnevo@Opoug aTta doxeia Coplin kal enwacTe yia 1 wpa otoug 37 °C o€
udaTOAOUTPO NPOCTATEUHEVO and TO PWG.

7. Meta and 1 wpa, EeNAUVETE KAAd TIG QVTIKEINEVOPOPOUG OE ANIOVIOHEVO VEPO Kal, OTn
OUVEXEID, NPOXWPNOTE OE AvTiXpwon o€ diaAupa aipatoguAivng, Gill ap. 3 yia 2 Aentd.

8. ZenAUVETE yia apkeTd AenTa o€ AAKAAIKO VEPO TNG BpUONG PEXPI VA YiVOUV UMAE Ol MUPHVEG.

9. ZTEYVWOTE OTOV A€Pa KAl a§loAOYNOTE HIKPOOKOMIKA. AEV CUVIOTATAI N KAAUWN pE KaAunTpida,
KaBwg N XpwaTIKn EEBwPIAlel e TOV KaIpo.

XapakTnpioTikG anodoong

AnoTeAéopaTa

Ta xpwKaTIodeEva PIAp aipaTog ouviRBwe a&loAoyoUvTal UNOKEIYEVIKA wG NPOG TV napouaia

f TNV anoucia ev{UpPou avBeKTIKOU OTO TPUYIKO 0EU. Anoucia TpuyIKoU 0&E0G, Ta NEPICOOTEPA
AeukokUTTapa eppavifouv Kokk®dn onueia dpaaTnpidTnTag. ‘'OTav ENWAlovTal Pe TPUYIKO didAupa,
pnopei va napatnpnBei NEPICTACIAKO KOKKIO O AEUPOKUTTAPA KAl OPICHEVA EEEIBIKEUNEVA
Hakpopaya.* Z€ enixpiopaTta aipartog, pia BeTikn avTidpaon unodnAmveTar and Tnv napouacia
nepIcoOTEPWY and dU0 KUTTAPWVY We dIaxuTn Kai Evrovn dpaarnpiotnta, dnAadn nepiocoTepa

ano 40 kokkia.* Ma Tnv a§ioAdynon Tng xpwong Golgi, XapakTnpIoTIKN TwV AEHPOKUTTAPWY MoU
npogpyovTal anoé Tov Bupo (T-kUTTapa), ouviotaral n diadikacia Sigma-Aldrich ap. 181.

H dpacTnpiéTnTa TG 65IVNG PWoPATACNG EPPAVvIZeETal BE TN HOPPN NOPPUPLV WG OKOUPWV
KOKKIVWV KOKKI®WV OTO KUTTAPONAQONA TWV NEPIOOOTEPWV AEUKOKUTTAPWY.

Edv Ta napatnpoUpeva anoTeAéopaTa dIapEPOUV and Ta AVAPEVOUEVA, EMIKOIVWVNOTE HE TNV TEXVIKN
ggunnpétnon Tng Sigma-Aldrich yia Bor6eia.



2-EL

XapakTnpioTika andédoong TnG avaAuong

Ta anoTeAéopata anddoong TG avaiuaong yia TiG dedopEVEG SOKIUATIEG MOU NMPAyHaTonoinénkav o OAeg
TIG OTOXEUOMEVEG DOPEG, eNIBeBalwvouy TNV gualoBnaia, TV I8IKOTNTA KAl TNV ENAVAANWINOTATA OE
nocooTo 100%.

OpioHOoi CUHBOA®V
SUpBoAa 6nwg opifovral ato EN ISO 15223-1:2021

N KaTaokeuaoTng ApIBpOG KaTaAoyou
Ap. Nepiypapn 310x0¢ EidikétnTa EuaioBnoia Eidikotnta EuaioBnoia Dﬂ SUPBOUAEUTEITE TIG 0dNYiEG XPNoNG ApIBp0OG napTidag
Ka- npoiovrog EVTOG TNG EVTOGTNG METASU TV peTa&l TOV
TaAo- avaAuong  avaAuong avaAUoEwv avaAucEwv EE0U01080TNHEVOG AVTINPOOWMNOG AnAwon ouppopewang Eupwnaikng
You E oTnv Eupwnaikn Koivotnra/ c E ‘Evwong (6nwg opileTal oTnv odnyia
AlaAupa vaeeoang Snueia Eupwnaikn ‘Evwon IVDR 2017/746)
3871 AS-BI - pwo@opikol dpactnpi- 30ra3 3oma3 3 ora3 3ota3
0E£0G oTtnTag P in vitro d1ayVwaTIKO
N K Snueia g Huepounvia Afgng 1aTPOTEXVOAOYIKO NPOioV
3872 Aig é’”q BG%”BCCFaSt dpaoTnpi- 3o0ma3 30103 3o0ta3 3ota3 K .
arnet otnTac ,H’ 'Opio Beppokpaciag A Mpoooxn
Znueia . . .
3873 Tpuyikd diaAupa dpacTnpi- 30ra3 30rta 3 30ra3 30ta 3 M Hugpounvia napaywyne @ Eioaywyeag
oTnTag Yros , £ 5 )
f nodeikvUel Tov EEouciodoTnuévo
Znueia CH |REP A !
3863  OEKo didhupa  dpaoTnpl- 3 0Ta 3 30703 30703 30103 avrinpoowno oty EABeTia
otnTag
. . Snueia BiBAIOYpa@IKEG AvapoOpE
914 Aidhupa V'.Tp“’EOUC dpaoTnpi- 30ra3 3oma3 3ota3 3o01a3 B ypae S . Popeg o
varpiou otnTac 1. Goldberg AF, Barka T: Acid phosphatase activity in human blood cells. Nature 189:297 1962
Snueia 2. Burstone MS: In Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic
915 KiTpikd SlaAupa SpacTnpl- 301a3 3o01a3 301a3 301a3 Press, New York, 1962, pp 88-113
oTnTag 3. Janckila A, Li CY, et al: The Cytochemistry of the Tartrate-Resistant Acid Phosphatase - Technical
g i- , considerations. Am J Clin Pathol 70:45, 1978
GHs3 A1GAUMA QIATORUA- e 307q 3 30103 30103 30703 (aerat :

vng, Gill ap. 3

Mpo&IdonoInoEIg Kal Kivduvol

AvaTpeETE 0TO AeATiO SEOEVWV AOPAAEIag Kal otV €NICAPAVAN NPOIOVTOG YIa OMNOIEGONMOTE
EVNHEPWHEVEG MANPOPOPIEG KIVOUVWY ) aOPAAEIAG.

387A:

£

H290 Mnopei va diaBpwoel HETAAAa.

H302 EniBAaBég o€ nepinTwon KATanoong.

H314 MpokaAei coBapa deppatika eykaupata kal opOaiuikeG BAABEG.
H317 Mnopei va npokaAéoel aAAepyikn depuaTikn avridpaaon.

H350 Mnopei va npokaAéoel Kapkivo.

H373 Mnopei va npokaléoel BAGBEG oTa Opyava (Veppoi) UoTepa and NapaTeTapevn r
enaveiNnupeévn €KBEaN, O NEPINTWON KATANOONG.

H402 EniBAaBEg yia Toug udpoBioug opyaviopoug.

P201 EodiaaTeiTe pe TIG €151KEG 0dNYieg NpIv and Tn xpnon.

P202 Mnv To XpnoIHOMOIfOETE npiv 31IaBACETE KAl KATAVONOETE TIG 0dnYieg NPOPUAAENG.
P234 Na diaTnpeital povo oTov apxikd NePIEKTN.

P260 Mnv avanvéere arayovidia 1) atpolg.

P264 MAUVETE TNV eNIdepUida oXOAAOTIKA HETA TOV XEIPIOHO.

P270 Mnv TpWTE, NIVETE 1 KAnvileTe, OTAv XpNOIKOMOIEITE QUTO TO MPOIOV.

P280 Na popdaTe NPOOTATEUTIKA YAVTIA/NPOCTATEUTIKG £vdUNATA/ECA ATOMIKNG NpPoaTaciag yia Ta
paTia/npdéowno.

P280 Na ¢opdaTe NPOOTATEUTIKA YAVTIA/ NPOCTATEUTIKG evdUpATA/ HECA ATOMIKAG NPOCTACIAG yia Ta
HaTIa Kal To NPOTWo.

P301 + P312 + P330 =E MEPINTQZH KATANOZHZ: KaAkéoTe To KENTPO AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo,
av aiobavOeite adiabecia. ZenAUVETE TO OTOMA.

P301 + P330 + P331 ZE NEPINTQZH KATAMNOZHS: ZenAUveTe To 0TOMA. MHN NpoKaAECETE EUETO.

P303 + P361 + P353 ZE MEPINTQZH ENA®HZ ME TO AEPMA () pe Ta paAAid): ByaATe apéowg OAa
Ta poAucpéva pouxa. ZenAUVETE TNV eMdeppida We vePO/OTO VTOUG.

P304 + P340 + P310 =E NEPINTQZH EIZMNNOHZ: MeTagépeTe Tov nabovTa aTov Kabapo aépa Kai
a@noTe ToV va EEKoupaaTei 0 0TAON nou dIEUKOAUVEl TNV avanvor]. KaAéoTe apéowg To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo.

P305 + P351 + P338 + P310 ZE NEPINTQSH EMA®HS ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO
yia apKeTa AenTtd. EGv undpxouv Gakoi enapng, apaipeoTe TOUG, €av gival EUKOAO. SUVEXIOTE THV
eknAuan. KaAéoTe apéowg To KENTPO AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo.

P308 + P313 Ze nepinTwon €kBeang f mOavig ékBeang: ZupPouleubeite/ENIOKEPOEITE yIaTPO.

P333 + P313 Edv napatnpnBei epeBiopdg Tou dEPUATOC 1 eppavioTei e§avOnua: ZupBouleuBeite/
Enioke®BeiTe yiaTpo.

P362 +P364 ByaATe Ta poAuapeva poUxa kal MAUVETE Ta npiv Ta §avaypnalponolrnoeTe

P390 ZkounioTe TN XUHEVN NOCOTNTA Yia va NPOAARETE UAIKEG JnHIEG.

P405 ®uAacoeTal KAEIDWEVO.

P406 AnoBnkeUeTal o€ avBEKTIKO 0T JIABPWON MEPIEKTN PE AVOEKTIKN ECWTEPIKN ENEVOUDN.

P501 AIGBg0n TOU NEPIEXOHEVOU/MEPIEKTN OE EYKEKPIPEVT HOvAda B1ABEONG ANoPPINHATWY.
Edv, kata Tn S1apKela TNG Xprong autou Tou BonORUATOG 1) WG ANOTEAECHA TNG
XPAONG Tou, £X€l CUMBEI KGnolo coBapod NEPIOTATIKO, NAPAKAAEIOTE va TO avapEpeTe
OTOV KATAOKEUAOTH F/Kal oTov €0UCIO30TNHEVO AVTINPOOC®WNO TOU KAl OTNV €0VIKA
apxn TG x®pag oag.

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

MAnpo@opieg enikoIvoviag
Ia va KAveTe pia napayyeAia, enioke@OeiTe Tov 10TOTONO pag otn dielBuvon SigmaAldrich.com. Ma Thv

TEXVIKN €EUNNPETNON, NAPAKAAOUNE ENIOKEPOEITE TN 0eAida TEXVIKIG €EUNNPETNONG OTOV I0TOTONO HaAG
otn dielBuvon SigmaAldrich.com/techservice.

IOTOPIKO AVABEWPNOEWV

Avab. 3.0 2014

Avab. 4.0 2016

Avab. 5.0 2023

'EYIVE HETAQOPA O VEO UNOBEIYHA KE THV TPEXOUOA ENwVUKia. MpoodlopioTnKe yia
£NAYYEAUATIKR XPriON OTNV NPOoOPIJOHEVN XPrON Kal TIG NPOPUAGEEIG. H npoopilopevn
Xprion avabewpriBnke yia euBUYPAPION HE TIG KATEUBUVTHPIEG ypappég IVDR. To

A€ATIO DEDOPEVWV AOPAAEIAG UAIKOU EVNUEPWBNKE O AEATIO SEDOHEVWV AOPAAEIag.
EvnuepmOnKav o MANpopopieg enikoivaviag. Apaipédnke n odnyia va akoAouBeital To CLSI
yia Tn cuAAoyn derypatwy. Apaipédnke To EN 980 kal aAAa&e og EN ISO 15223-1:2021

yia Ta oUpBoAa. MpoaTédnkav NANPOYOPIEG eNIKoIVwviag yia aveniBuunTa cupBavra.
Apaipébnke n BIBAIOYpa®Ikr avagopd 5. MpooBikn NpoeIdonoinoewy Kai KIvaUvwy.
MpooTéBnkav Ta aTolxeia Tou €E0ucIodoTnHEVOU avTinpoownou otnv EABetia (CH-REP).

Avab. 6.0 2025

EvnuepwOnkav ol nAnpogopieg SDS. MpoaTéBnkav Ta OToIXEia TOU £10aywyEa aTnv
EABetia (CH).

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 Sigma - Aldrich

Laurenzenvorstadt 61 % Chemie GmbH

5000 Aarau IndustriestraBe 25

Switzerland CH-9470 Buchs

To apxikd ypappa M kai To Sigma-Aldrich €ivar epnopikd orjparta Tng Merck KGaA, Darmstadt, Germany i Twv
OUVOESEPEVWY PE QUTNV €TAIPEI®V. 'OAa Ta GAAG EPNOPIKA GrPATA anoTeAoUV IBIOKTNGIA TWV QVTIOTOIXWV KATOXWV.
NenTopEPEIG NANPOPOPIEG OXETIKA HE TA EUNOPIKA ORpATA €ival S1aBECINEG PEOW SNUOCIWG NPOTRACIHWY NOPWV.

© 2025 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.

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 kizarélag professzionalis ,in vitro diagnosztikai felhasznélasra”
szolgalnak. Ez a manudlis, kvalitativ hisztokémiai eljaras kimutatja a savasfoszfataz-aktivitast az
emberi vér-, csontvelé- és szovetlenyomat-preparatumokban Iévé leukocitdkban. A leukocitakhoz
kapcsolddé savas foszfataz szovettani megjelenitése egy egyedulalld, az orvostudoményban
jelenleg altalanosan hasznalt technika.

A szubsztitualt naftol-AS-foszfatok diazoniumsdkkal egyiitt, a savas foszfataz human leukocitakban
térténd kimutatdsara szolgald alkalmazasarol elséként Goldberg és Barka szamoltak be.* A Sigma-
Aldrich ezen enzim kimutatdséra szolgalo eljarasa naftol-AS-BI-foszfatot és frissen diazotalt Fast
Garnet GBC sot alkalmaz. Ezen utdbbi vegyiletet azért valasztottdk, mert savas kémhatds esetén
gyorsan kotédik, és kifejezetten oldhatatlan festéklerakddast képez.

A legtébb eljaras, beleértve a Sigma-Aldrich altal biztositott eljarast is, stabil diazéniumsdkat
alkalmaz. Ezeket egy arilamin vegytilet és a natrium-nitrit savas kézegben torténé reakcidjaval
hozzak létre.? A keletkez6 diazonium-klorid (dltaldban instabil) ezutdn olyan vegyuletekkel
kezelhetd, mint a cink-klorid, a cink-szulfat vagy a naftalén-1,6-diszulfonat, igy stabil sok
képzbdnek. Ezek a stabilizatorok jelentds gatlast fejthetnek ki egyes enzimrendszerekre, mig a
diazénium-kloridok kevésbé gatld hatasuak.? Ezért a Sigma-Aldrich a Fast Garnet GBC bazis és
natrium-nitrit stabil oldatét biztositja a savas foszfataz kimutatasat célzo citokémiai vizsgélatokhoz.
A mddszer tovdbbi egyszer(isitése érdekében a rendszer tartalmaz egy stabil, naftol-AS-Bl-foszfatot
tartalmazod vizes oldatot is. Ezen stabil oldatok elérhet6sége lehet6vé teszi a felhasznalok szamara,
hogy a munkareagens mennyiségét az igényeknek megfeleléen allitsak be, igy csokkentve a
hulladékmennyiséget.

A Sigma-Aldrich eljarasa alapjan a vérkeneteket naftol-AS-BI-foszforsavat és frissen diazotalt Fast
Garnet GBC-t tartalmazd oldatban inkubaljak. A két példanyban késziilt kenetek L(+)-tartaratot
tartalmazo oldattal kezelheték. Az enzimatikus hidrolizis soran felszabadulé naftol-AS-BI azonnal a
Fast Garnet GBC-hez kotddik, és oldhatatlan barna festéklerakddasokat képez az aktivitas helyén.
A borkdsavra érzékeny savas foszfatazt tartalmazo sejtekben nem tapasztalhatd aktivitds. Ez a
kezelés nem érinti a borkd&savrezisztens foszfatazt 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 béazis, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, sésavban (0,4 mol/l), stabilizalészerrel. Veszély.
Lenyelve drtalmas. Sulyos égési sériilést és szemkarosodast okoz. Allergias bérreakcidt valthat ki.
Réakot 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 borirritalé hatasu.
Natrium-nitrit oldat (kat. sz.: 914-10ML)

Natrium-nitrit, 0,1 mol.

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

Hematoxilinoldat, Gill III (kat. sz.: GHS3-50ML)
Hematoxilin (tanusitott), 6,0 g/l, C.I. 75290; natrium-jodat, 0,6 g/I; aluminium-szulfat, 52,8 g/I és

stabilizaloszerek Veszély. Lenyelve artalmas. Sulyos szemkarosodast okoz. Védbkeszty(i/szemvéds/
arcvéd6 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. Fénytél védve tarolandd. A
lejérati id6 a reagenscimkén szerepel.

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

A régzit6oldat hiitve taroland6 (2-8 °C). Hasznalat elétt melegitse 18-26 °C-ra. H{tGszekrényben,
szorosan lezarva tarolva 2 honapig stabil. Ha elparolgast észlel, dobja ki a régzitéoldatot, és
készitsen frisset.

Bomlas

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

Dobja ki a hematoxilinoldatot, ha az oldat megbarnul (tuloxidalédott a levegdén) vagy lildva valik
(savassag elvesztése).

El6készités
A reagensek haszndlatra készek.

A rogzitéoldat elkészitéséhez 25 ml citratoldathoz adjon 65 ml acetont és 8 ml 37%-o0s
formaldehidet. Tegye Uvegtartélyba, és szorosan zérja le kupakkal.

Ovintézkedések

Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkozoket klinikai laboratériumi kérnyezetben térténd

in vitro diagnosztikai felhasznaldsra szantak. Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkézéket csak
képzett szakemberek hasznalhatjdk. 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 fixalds nélkiil tébb napig tarolhatdk
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). Rogzitse a targylemezeket
30 masodpercig a rogzitoldatba 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 tobb mint 40 szemcsét tartalmazo sejt jelenléte.* A
csecsem6mirigy-eredetl limfocitdkra (T-sejtek) jellemzé 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 teljesitményjellemzék

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 spe- kozotti ér-
specificitas kenység cificitas zékenység
Naftol-AS-BI- Aktivitas
3871 foszforsav oldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3
Fast Garnet GBC ~ Aktivitas
3872 bazis oldata helye 3/3 3/3 3/3 3/3
. Aktivitas
3873 Tartaratoldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3
. Aktivitas
3863 Acetatoldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3
Natrium-nitrit Aktivitas
914 oldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3
. Aktivitas
915 Citratoldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3
GHs3 Hematoxilinoldat, g a0t 3/3 3/3 33 3/3

Gill 11T
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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.

H317 Allergias bérreakciot valthat ki.

H350 Rakot okozhat.

H373 Ismétlédd vagy hosszabb expozicié esetén lenyelve karosithatja a szerveket (vese).
H402 Artalmas a vizi él6vilagra.

P201 Hasznalat el6tt ismerje meg az anyagra vonatkozé kilénleges utasitasokat.

P202 Ne hasznélja addig, amig az dsszes biztonsagi évintézkedést el nem olvasta és meg nem értette.
P234 Az eredeti tartalyban tartandd.

P260 Ne lélegezze be a parat vagy gbzoket.

P264 A hasznalatot kdvetéen a bort alaposan meg kell mosni.

P270 A termék hasznalata kézben tilos enni, inni vagy dohanyozni.

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

P280 VédoGkeszty(i/védéruha/szemvédd és arcvédd hasznalata kotelezd.

P301 + P 312 + P330 LENYELES ESETEN: Rosszullét esetén forduljon TOXIKOLOGIAI
KOZPONTHOZ/orvoshoz. A szajat ki kell 6bliteni.

P301 + P330 + P331 LENYELES ESETEN: A szdjat ki kell obliteni. TILOS hanytatni.

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

P304 + P340 + P310 BELELEGZES ESETEN: Az érintett személyt friss levegdre kell vinni, és

olyan nyugalmi testhelyzetbe kell helyezni, hogy kénnyen tudjon lélegezni. Azonnal forduljon
TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.

P305 + P351 + P338 + P310 SZEMBE KERULES ESETEN: Tobb percig tarté dvatos oblités vizzel.
Adott esetben a koptaktlencsék eltavolitasa, ha kénnyen megoldhaté. Folytassa az 6blitést. Azonnal
forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.

P308 + P313 Expozicié vagy annak gyanuja esetén: Orvosi ellatast kell kérni.

P333 + P313 Borirritacio vagy -kiltés esetén: Orvosi ellatast kell kérni.

P362 + P364 A szennyezett ruhat le kell vetni és az Ujbdli hasznalat el6tt ki kell mosni

P390 A kiomlétt anyagot fel kell itatni a korilvevé anyagok karosoddsanak megel6zése érdekében.
P405 Elzarva tarolando.

P406 Savallé/savallé bélésii edényben tarolandd.

P501 A tartalmat/edényt engedéllyel rendelkezd hulladékkezelé Gzemben kell drtalmatlanitani.

Ha az eszk6z hasznalata soran vagy annak hasznalata kovetkeztében
sulyos varatlan esemény tortént, kérjiik, jelentse azt a gyartonak és/vagy
meghatalmazott képvisel6jének és a helyi nemzeti hatésagnak.

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

wl v

Katalégusszam

Lasd a haszndlati utasitast Gyartasi tétel kddja

Meghatalmazott képviseld

- az Eurdpai Kzosségben/Eurdpai C E

Az Eurdpai Unié megfeleléségi
nyilatkozata (az IVDR 2017/746

Unidban meghatérozésa szerint)
PPN In vitro diagnosztikai orvostechnikai
g Lejérati datum eszkoz
Hémeérsékleti hatarértékek /N\  Vvigyazat!
@ Gyartasi datum % Importér

E Meghatalmazott képvisel6 Svajcban
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Valtoztatasi el6zmények
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4.0 valt. 2016
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Navod k pouziti

Souprava leukocytarni acidické
fosfatazy (TRAP)

Postup ¢. 387

C€ SiGMa

Uréené pouziti

Soupravy Sigma-Aldrich acidicka fosfatdza jsou uréeny pro obecné laboratorni pouZiti jako
histologické barvivo. Cinidla acidické fosfatézy jsou uréena pouze pro profesiondini ,diagnostické
pouziti in vitro*. Tento manudlni, kvalitativni, histochemicky postup prokazuje aktivitu acidické
fosfatdzy v leukocytech lidské krve, kostni dfené a tkariovych dotykovych preparatech.
Histologicka vizualizace acidické fosfatazy asociované s leukocyty je unikatni technikou, ktera 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 zjednodu$eni 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 kyseliné chlorovodikové, 0,4 mol/l, 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

Roztok citratu (kat. ¢. 915-50ML)

Kyselina citronova, 18 mmol/I, citronan sodny, 9 mmol/l, 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/I, C.I. 75290, jodi¢nan sodny, 0,6 g/I, siran hlinity, 52,8 g/I,
a stabilizatory. Nebezpedi. Zdravi $kodlivy pFi poziti. Zplisobuje vazné poskozeni odi. Pouzivejte
ochranné rukavice / ochranné bryle / obli¢ejovy Stit.

Potfebné specidlni 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 fosfore¢né, roztok vinanu by mél byt zlikvidovan, pokud se objevi
zakal.

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 opatfeni

Tyto diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro jsou urceny pro diagnostické pouZziti 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 mikroskoptl 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
véech mistnich, regionalnich ¢ narodnich predpist.

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 plnou krev k analyze do jinych laboratofi.
Posilejte fixovana nebo nefixovana sklicka. Sklicka by méla byt béhem pfepravy uchovavana

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 teplotu 37 °C.
Pfed 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
sklicka 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:

Kadinka A Kéadinka B

Deionizovana voda pfedehfata na 37 °C 45 ml 45 ml
Diazotizovany roztok Fast Garnet GBC 1,0 ml 1,0 ml
(krok 3)

Roztok naftol AS-BI fosfatu 0,5 ml 0,5 ml
Acetatovy 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 nddobach ve vodni lazni na 37 °C. Pred pridanim sklicek zkontrolujte, zda je
teplota 37 °C.

6. Pridejte sklicka do Coplinovych nadob a inkubujte 1 hodinu ve vodni I&zni o teploté 37 °C
chrénéné pred svétlem.

7. Po 1 hodiné diikladné oplachnéte skli¢ka v deionizované vodé, poté kontrastné barvéte
2 minuty v roztoku hematoxylinu dle Gilla ¢. 3.

8. Nékolik 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 pFitomnost nebo nep¥itomnost retikulocytt.
P¥i 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 natérdl je pozitivni reakce oznacena piitomnosti vice nez dvou bunék s diftzni

a intenzivni aktivitou, tj. vice nez 40 granuli.* Pro vyhodnoceni Golgiho barveni, charakteristického
pro lymfocyty thymu (T-lymfocyty), se doporucuje postup €. 181 spolec¢nosti Sigma-Aldrich.

Aktivita kyselé fosfatazy se v cytoplazmé vétsiny leukocytd jevi jako fialové az tmavé cervené
granule.

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

Analytické pracovni charakteristiky

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

Kat. Popis produktu Cil Specificnost  Citlivost  Specifichost Citlivost
é. v ramci v ramci mezi testy mezi testy
testu testu

Roztok naftol AS-BI Mista

3871 kyseliny fosfore¢né  aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Z&kladni roztok Fast ~ Mista
3872 Garnet GBC aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
. Mista
3873 Roztok vinanu aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
3863 Acetdtovy roztok Mista 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
aktivity
Roztok dusitanu Mista
914 sodného aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
915 Roztok citratu Mista 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
aktivity
GhHs3 Roztok hematoxylinu 544, 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3

podle Gilla ¢. 3
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Varovani a nebezpeci

Aktualni informace o rizicich, nebezpecich a bezpecnosti si prectéte v bezpecnostnim 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.

H317 Mize vyvolat alergickou kozni reakci.

H350 Mze zplsobit rakovinu.

H373 Mize zplsobit poskozeni orgénd (ledviny) pFi prodlouzené nebo opakované expozici p¥i poziti.
H412 Skodlivy pro vodni organismy.

P201 Pfed pouzitim si pfeCtéte zvlastni navod.

P202 Nemanipulujte, dokud si nepfectete a neporozumite véem bezpecnostnim opatfenim.
P234 Uchovéavejte pouze v plvodni naddobé.

P260 Nevdechujte mlhu &i vypary.

P264 Po manipulaci si dikladné omyijte pokozku.

P270 Pfi pouzivani tohoto vyrobku nejezte, nepijte ani nekufte.

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

P280 Pouzivejte ochranné rukavice, ochranny odév, ochranu o¢i a ochranu obliceje.

P301 + P 312 + P330 PRI POZITI: Necitite-li se dobe, volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACN{
STREDISKO nebo Iékafe. Vyplachnéte Usta.

P301 + P330 + P331 PRI POZITI: Vyplachnéte Gsta. NEVYVOLAVEITE zvraceni.

P303 + P361 + P353 PRI STYKU S KUZ{ (nebo s viasy): Okamzité si sviéknéte viechny
kontaminované odévy. Oplachnéte kiZi vodou/osprchujte.

P304 + P340 + P310 PRI VDECHNUTI: Odvedte postizeného na Cerstvy vzduch a zajistéte mu
pohodIné dychani. Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO / Iékare.

P305 + P351 + P338 + P310 PRI ZASAZENT OCf: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou.
Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve
vyplachovani. Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO/Iékare.

P308 + P313 Pfi expozici nebo znepokojeni: Vyhledejte Iékarskou pomoc.

P333 + P313 Pfi podrazdéni kiize nebo vyrazce: Vyhledejte Iékai'skou pomoc.

P362 +P364 Svléknéte kontaminovany odév a pred dal$im pouzitim jej vyperte.

P390 Absorbujte rozlité tekutiny, abyste zabranili poskozeni materialu.

P405 Skladujte uzamcené.

P406 Skladujte v nadobé odolné proti korozi s odolnou vnitfni viozkou.

P501 Odstrante obsah/kontejner a odevzdejte jej schvalenému stfedisku pro likvidaci odpadu.

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

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

Vyrobce Katalogové cislo

Prectéte si Navod k pouziti Kéd Sarze

Autorizovany zastupce Prohlaseni o shodé s predpisy
v Evropském spolecenstvi/Evropské C E Evropské unie (podle definice
unii v IVDR 2017/746)

JiN
)

Diagnosticky zdravotnicky

Datum spotFeby prostredek in vitro

Teplotni limit Upozornéni

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 strénce SigmaAldrich.com/techservice.
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Rev. 4.0 2016

Rev. 5.0 2023

Pfeneseno do nové $ablony s aktudlnim znacenim. Uréeno pro profesionalni pouziti

v ramci urceného pouziti a bezpecnostnich opatfeni. Revidované urcéené pouZziti

k dosazeni souladu s pokyny IVDR. Aktualizovany bezpecnostni list materialu

k bezpecnostnimu listu. Aktualizované kontaktni informace. Odstranén pokyn

k dodrzeni CLSI pro odbér vzork{. Odstranéna norma EN 980 a zménéna na normu
EN ISO 15223-1:2021 pro symboly. Pfidany kontaktni informace pro pfipad nezddouci
udalosti. Odstranéna reference ¢islo 5. Pfidana varovani a rizika. PFidany informace

o0 zastoupeni ve Svycarsku.

Rev. 6.0 2025

Aktualizované informace z bezpecnostniho listu. Pfidany informace o dovozci ve
Svycarsku.
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Bruksanvisning

Leukocyte Acid Phosphatase
(TRAP) Kit

Prosedyre nr. 387

C€ SiGMa

Tiltenkt bruk

Sigma-Aldrich Acid Phosphatase kit 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 p&visning av sur
fosfatase i humane leukocytter ble forst rapportert av Goldberg og Barka.! Sigma-Aldrich-
prosedyren for & pavise dette enzymet benytter naftol-AS-BI-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 & 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 pa 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 8 forenkle denne metoden ytterligere inngér ogsa 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 p&
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 mg/ml, C.I. 11160, i 0,4 mol/l saltsyre med stabiliseringsmiddel. Fare.
Farlig ved svelging. Gir alvorlige etseskader pd hud og gyne. Kan utlgse 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.
Natriumnitrittlgsning (kat.nr. 914-10ML)

Natriumnitritt, 0,1 mol

Sitratlgsning (kat.nr. 915-50ML)
Sitronsyre, 18 mmol/l, natriumsitrat, 9 mmol/Il, natriumklorid, 12 mmol/l, 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/I, 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 kjoleskap. Hvis det observeres fordamping, ma
fikseringslgsningen kasseres og fremstilles p& nytt.

Forringelse

Naftol-AS-BI-fosforsyreopplgsning, tartratlgsning ber 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).

Klargjgring

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 8 hdndtere humane prever 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 blodprgver 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 overvakes ved & inkludere blodfilmer fremstilt fra en frisk person.

Prosedyre

1. Forvarm nok avionisert vann til én dags bruk til 37 °C. Kontroller temperaturen fgr 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
lufttorkes.

3. I hvert av 2 testror tilsetter du 0,5 ml Fast Garnet GBC-baselgsning og 0,5 ml
natriumnitrittlsning. Bland ved & snu opp ned varsomt i 30 sekunder. La std i 2 minutter.

4. Merk to 100 ml begre A og B og tilsett fgslgende 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 0,5 ml 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 skylles objektglassene grundig i avionisert vann, og kontrastfarges deretter i
2 minutter i hematoksylinlgsning, Gill-nr. 3.

8. Skyll flere minutter i alkalisk vann fra springen til b3 kjerner.

9. Lufttgrk og evaluer mikroskopisk. Dekkglass anbefales ikke, siden fargen falmer med tiden.

Ytelsesegenskaper

Resultater

Fargede blodfilmer blir vanligvis evaluert subjektivt for tilstedeveerelse eller fravaer av
tartratresistent enzym. I fravaer av vinsyre viser de fleste leukocytter granuleere aktivitetssteder.
Ved inkubasjon med tartrat kan en og annen granul observeres i lymfocytter og noen spesialiserte
makrofager.* I blodutstryk er en positiv reaksjon angitt ved tilstedevaerelse 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 Sigma-Aldrichs tekniske service

for & f& hjelp.

Analytiske ytelsesegenskaper

De analytiske ytelsesresultatene for de gitte testene som ble utfgrt p% alle malstrukturer, bekrefter
100 % fglsomhet, 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 ak?\?i%et 3av3 3av3 3av3 3av3
Steder
3872 Fast Garnet GBC- med 3av3 3av3 3av3 3av3
baselgsning 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 Hematoksylinlesning oo ner 35y 3 3av3 3av3 3av3

Gill nr. 3




2-NO

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

387A:

H290 Kan veere etsende for metaller.

H302 Farlig ved svelging.

H314 Gir alvorlige etseskader p& hud og gyne.

H317 Kan utlgse en allergisk hudreaksjon.

H350 Kan fordrsake kreft.

H373 Kan forérsake organskader (nyrer) ved langvarig eller gjentatt eksponering.
H402 Skadelig for liv i vann.

P201 Innhent saerskilt instruks for bruk.

P202 Skal ikke handteres fgr alle advarsler er lest og oppfattet.
P234 Oppbevares bare i originalemballasjen.

P260 Ikke inndnd tdke eller damp.

P264 Vask huden grundig etter bruk.

P270 Ikke spis, drikk eller rgyk ved bruk av dette produktet.
P280 Benytt vernehansker/verneklzer/gyevern/ansiktsvern.
P280 Benytt vernehansker, verneklzer, gyevern og ansiktsvern.

P301 + P312 + P330 VED SVELGING: Kontakt et GIFTINFORMASIJONSSENTER / en lege ved
ubehag. Skyll munnen.

P301 + P310 + P330 VED SVELGING: Skyll munnen. IKKE framkall brekning.

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

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

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

P308 + P313 Ved eksponering eller mistanke om eksponering: Sgk legehjelp.

P333 + P313 Ved hudirritasjon eller utslett: Sgk legehjelp.

P362 + P364 Tilsplte klzer m§ fiernes og vaskes fgr bruk.

P390 Absorber spill for 8 hindre materiell skade.

P405 Oppbevares inneldst.

P406 Oppbevares i korrosjonsbestandig beholder med korrosjonsbestandig indre belegg.
P501 Innhold/beholder leveres til et godkjent avfallshdndteringsanlegg.

Hvis det har oppstétt en alvorlig hendelse under bruk av denne enheten eller
som et resultat av bruken, méa det rapporteres til produsenten eller produsentens
autoriserte representant og til den nasjonale myndigheten.

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

“ Produsent
[]ﬂ Se bruksanvisning

Autorisert representant
E i Det europeiske fellesskap / EU c E

Katalognummer

Batchkode

EU-samsvarserklaering
(definert i IVDR 2017/746)

Best for-dato - lIjrés\gll*l{'o—dlagnostlsk medisinsk

Forsiktighetsregel

REF
LOT
-
,ﬂ’ Temperaturgrense &
1 ®

Produksjonsdato Importer

E Angir den autoriserte

representanten i Sveits

Referanser

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

Kontaktinformasjon

Bestillinger kan legges inn via nettstedet vart p& SigmaAldrich.com. Besgk siden for tekniske tjenester
p& nettstedet vart p& SigmaAldrich.com/techservice for teknisk service.

Revisjonshistorikk

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

Overfgrte til ny mal med gjeldende varemerke. Spesifiserte at utstyret er for
profesjonell bruk, i tiltenkt bruk og forsiktighetsregler. Reviderte tiltenkt bruk

for & overholde IVDR-retningslinjer. Oppdaterte materialsikkerhetsdatablad til
sikkerhetsdatablad. Oppdaterte kontaktinformasjon. Fjernet instruksjon om & fglge
CLSI for prgvetaking. Fjernet EN 980 og endret til EN ISO 15223-1:2021 for symboler.
La til kontaktinformasjon for bivirkninger. Fjernet referansenummer 5. La til advarsler
og farer. La til CH-REP-informasjon.

Rev. 6.0 2025

Oppdaterte SDS-informasjon. La til CH-importgrinformasjon
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Kullanim Talimatlari

Lékosit 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 Amagl Kullanima"
yéneliktir. Bu manuel, kalitatif, histokimyasal prosedr; insan kani, kemik iligi ve doku dokundurma
preparatlarinin |okositlerinde asit fosfataz aktivitesini gésterir. Lokositle baglantili asit fosfatazin
histolojik olarak gorsellestiriimesi, glinimiizde 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 kloriirler daha

az inhibitérdir.?2 Bu nedenle, Sigma-Aldrich artik asit fosfataz sitokimyasi igin stabil bir hizli garnet
GBC bazi ve sodyum nitrit ¢ozeltisi saglamaktadir. Bu yontemi daha da basitlestirmek igin stabil bir
sulu naftol AS-BI fosfat ¢6ziimu de dahil edilmistir. Bu stabil gozeltiler, kullanicilarin galisma reaktifi
olgllerini 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 GCB baz, 7,0 mg/mL, C.I. 11160, stabilizatérli 0,4 mol/L hidroklorik asit iginde.
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 kloriir, 12 mmol/L ve surfaktan,
pH3,6 £0,1

Hematoksilin Cozeltisi, Gill No. 3 (Kat. No. GHS3-50ML)
Hematoksilin, sertifikali, 6,0 g/L, C.I. 75290, sodyum iyodat, 0,6 g/L, aliminyum 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

Hematoksilin Gozeltisini oda sicakliginda (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
Gozeltisi, Sodyum Nitrit Cozeltisi ve Sitrat Cozeltisini 2-8°C'de saklayin.

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

Bozulma
Bulaniklik olusursa Naftol AS-BI Fosforik Asit Cozeltisi, Tartarat Cozeltisi atiimahdir.
Sitrat Gozeltisi, gérinir mikrobiyal bilyimenin olmadigi durumlarda kullanima uygundur.

Gozelti kahverengiye (havadan asiri oksitlenme) veya mora dénerse (asidite kaybi) Hematoksilin
Cozeltisi atilmalidir.

Hazirlama
Reaktifler kullanima hazir olarak saglanir.

25 mL Sitrat Gozeltisi, 65 mL aseton ve 8 mL %37 formaldehidi 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 gérevi gorecektir. Kan veya kemik iligi filmleri oda sicakliginda
(18-26°C) birkag hafta boyunca fikse edilmis halde ya da aktivitesinde kayda deger bir degisiklik
olmadigi stirece birkag giin boyunca fikse edilmeden saklanabilir.?> Tam kani tahlil igin bagka
laboratuvarlara géndermeyin. Fiksasyonlu ve fiksasyonsuz lamlari génderin. Tasima sirasinda lamlar
soguk kalmalidir. Fiksasyondan en az 1 saat dnce filmlerin kurumasini bekleyin.

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

Prosedir

1. Bir glnluk kullanima yetecek kadar deiyonize suyu 37°C'ye kadar 6nceden isitin. Kullanmadan
6nce sicakhgini kontrol edin.

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. Lamlari Coplin kavanozlarina ekleyin ve isiktan koruyarak 37°C su banyosunda 1 saat inklibe
edin.

7. 1 saat sonra lamlari deiyonize suda iyice durulayip ardindan Hematoksilin Cozeltisi, Gill No. 3
icinde 2 dakika boyunca zit boyama yapin.

8. Mavi gekirdek olugana kadar alkali musluk suyunda birkag dakika durulayin.

9. Kurumaya birakin ve mikroskop altinda degerlendirin. Boya zamanla soldugu igin lamel tavsiye
edilmez.

Performans Ozellikleri

Sonuglar

Boyali kan filmleri genellikle tartarata direngli enzimin varligi veya yoklugu agisindan 6znel bir
sekilde degerlendirilir. Tartarik asit olmadigi durumlarda gogu I6kosit grantler aktivite alanlar
gosterir. Tartarat ile inkiibe edilen lenfositlerde ve bazi 6zel makrofajlarda ara sira graniil
gozlemlenebilir.# Kan smear'larinda pozitif reaksiyon, yaygin ve yogun aktiviteye sahip ikiden fazla
hicrenin, yani 40'tan fazla granalin varligiyla gosterilir.® Timus kaynakli lenfositlerin (T hiicreleri)
6zelligi olan Golgi boyamasini degerlendirmek igin Sigma-Aldrich Prosediri No. 181 &nerilir.

Asit Fosfataz aktivitesi, cogu lokositin sitoplazmasinda morumsu ila koyu kirmizi grandller olarak
goérindr.

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

Analitik Performans Ozellikleri

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

Kat. Oriin Tanimi Hedef  Tahlil ici  Tahlil ici Tahliller Tahliller
No. Ozgiilliik  Duyarhilik . Arasi Arasi
Ozgiilliik Duyarhhk

Naftol AS-BI Fosforik  Aktivite

3871 Asit Cozeltisi Bolgeleri 33 e 3 3te3 3te3
3872 H'é"afég‘z'ztltﬁs?c Bﬁjﬁtg"e’;gil 3te 3 3te 3 3te 3 3te 3
3873 Tartarat Cozeltisi Qoﬁg‘e’;gen 3te 3 3te 3 3te 3 3te 3
3863 Asetat Cozeltisi Bﬁjﬁtg"e’;gfl 3te 3 3te 3 3te 3 3te 3
914 50%’{5‘12;”“!:2”“ Qoﬁgg;gen 3te 3 e 3 3te 3 3te 3
915 Sitrat Gozeltisi B"rjﬁg‘e’;fﬁl 3te 3 3te 3 3te 3 3te 3
GHS3 CO;‘S{E“’G’ﬁ”ﬁg ;3 Cekirdekler 3'te3 3te 3 Jte 3 3te 3
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Uyarilar ve Tehlikeler

Guncellenmis herhangi bir risk, tehlike veya gtivenlik bilgisi igin Glvenlik Veri Formuna ve (rln etiketine

bakin.

387A:

H290 Metaller igin asindirici olabilir.

H302 Yutulmasi halinde zararlidir.

H314 Ciddi cilt yaniklarina ve g6z hasarina neden olur.
H317 Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.

H350 Kansere neden olabilir.

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

H402 Sudaki yasam igin zararlidir.

P201 Kullanmadan énce 6zel kullanma talimatlarini edinin.

P202 Tum glivenlik 6nlemleri okunup anlasilmadan dokunmayin.

P234 Yalnizca orijinal ambalajinin iginde saklayin.

P260 Dumanini veya buharini solumayin.

P264 Dokunduktan sonra cildinizi iyice yikayin.

P270 Bu urtind kullanirken bir sey yemeyin, igmeyin veya sigara igmeyin.

P280 Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz koruyucu/ytiz koruyucu kullanin.
P280 Koruyucu eldiven, koruyucu giysi, g6z koruyucu ve yiiz koruyucu kullanin.

P301 + P312 + P330 YUTULMASI HALINDE: Kendinizi iyi hissetmiyorsaniz bir ZEHIR DANISMA
MERKEZINi/doktoru arayin. A§zinizi durulayin.

P301 + P330 + P331 YUTULMASI HALINDE: Agzinizi durulayin. Kusmaya CALISMAYIN.

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

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

P305 + P351 + P338 + P310 GOZLE TEMASI HALINDE: Birkac dakika suda dikkatlice durulayin.
Varsa ve yapmas! kolaysa kontakt lensleri gikarin. Durulamaya devam edin. Derhal bir ZEHIR
DANISMA MERKEZiNi/doktoru arayin.

P308 + P313 Maruz kalinmasi veya endise edilen bir durum olmasi halinde: Tibbi yardim/mudahale
alin.

P333 + P313 Ciltte tahris veya kasinti s6z konusu ise: Tibbi yardim/mudahale alin.
P362 + P364 Kontamine olan kiyafetleri gikarin ve tekrar kullanmadan 6nce yikayin
P390 Malzeme hasarini énlemek igin dokilen sivilari temizleyin.

P405 Kilitli halde saklayin.

P406 Dayanikl ig astari olan asindirici maddelere direngli bir kapta saklayin.

P501 igerikleri/kabi, onayli bir atik bertaraf tesisine atin.

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

N Uretici -
[LoT]

[E Kullanma Talimatina bakin - Parti Kodu

Katalog Numarasi

Avrupa Toplulugu'nda/Avrupa

LOT
Birliginde C€
Yetkili Temsilci
g Son Kullanma Tarihi In vitro tani amagli tibbi cihaz
s A
1 ®

Avrupa Birligi Uygunluk Beyani
(IVDR 2017/746'da tanimlanmustir)

Sicaklik Sinini Dikkat

Uretim Tarihi ithalatg

Isvigre'deki Yetkili Temsilciyi belirtir
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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 ammattikayttoon in vitro
-diagnostiikassa. Tama manuaalinen, kvalitatiivinen, histokemiallinen menetelma osoittaa
happaman fosfataasin toiminnan ihmisen verindytteiden, luuytimen tai kudoskosketusvalmisteiden
leukosyyteissd. Leukosyytteihin liittyvén 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 menetelma tdméan entsyymin osoittamiseksi hyddyntaa naftoli-AS-BI-fosfaattia ja juuri
diatsotoitua nopeaa granaatti-GBC-suolaa. Jalkimmainen yhdiste valittiin ominaisuuksien ansiosta,
silla 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, 0,4 mol/l. Vaara. Haitallista nieltyna. Voimakkaasti ihoa sydvyttavaa ja silmia
vaurioittavaa. Voi aiheuttaa allergisen ihoreaktion. Saattaa aiheuttaa syopaa.

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

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 stabilointiaine Vaara. Haitallista nieltyna. Voimakkaasti silmié 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 kaytettavéksi in vitro -diagnostiikassa
kliinisessé laboratorioympéristéssa. Naméa IVD-laitteet on tarkoitettu vain patevan
ammattihenkiloston kayttdon. In vitro -diagnostisia Sigma-Aldrich-laitteita saa kayttaa
laboratoriohenkil6std, joka on koulutettu kasittelemaan mahdollisesti tartuntavaarallisia
ihmisperdisia naytteita ja kdyttamaan mikroskooppeja ja muita laboratoriotarvikkeita ja jolla on
riittdva varinako ja naontarkkuus varien ja muiden kohteiden erottamiseen mikroskoopilla.

Normaaleja laboratorioreagenssien kasittelyyn liittyvié varotoimia tulee noudattaa. Havita jatteet
kaikkien paikallisten, alueellisten ja kansallisten mé&araysten mukaisesti.

Menettely

Naytteenotto

Millaén tunnetulla testimenetelmalla ei voida taysin taata, etta veri- tai kudosndytteet eivat
tartuttaisi infektiota. Siksi kaikkia verijohdannaisia ja kudosnéaytteitd on pidettavd mahdollisesti
tartuntavaarallisina.

Verta, luuytimen sivelyvalmisteita, kudoskosketusvalmisteita ja sytosentrifugivalmisteita

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

Huomautukset
Testin suorituskykyé on valvottava siséllyttamalla testiin terveeltd henkil6lta otetun veren sivelyvalmiste.

Menettely

1. in tarpeiksi riittdva maara deionisoitua vettd 37 °C:seen. Tarkista lampétila

2. Anna fiksatiiviliuoksen tasaantua huoneenlampéon (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 kaé@ntelemalld varovasti 30 sekunnin ajan. Anna asettua kaksi
minuuttia.

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

Dekantteri-  Dekantteri-

lasi A lasi B
Deionisoitu vesi, esilammitetty 37 °C:seen 45 ml 45 ml
Diatsotoitu nopea granaatti-GBC-liuos 1,0 ml 1,0 ml
(vaihe 3)
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 siirré liuokset dekantterilaseista vastaaviin Copin-astioihin.
Lammita liuokset astioissa 37 °C:seen vesihauteessa. Tarkista ennen objektilasien lisdamista,
ettd [&mpdtila 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 eméksisessa vesijohtovedessa, jotta tumat sinertyvat.

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

Suorituskykyominaisuudet

Tulokset

Tartraattiresistentin entsyymin lasndolo varjatyissa veren sivelyvalmisteissa arvioidaan yleensa
subjektiivisesti. Mikali 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 menetelmaa nro 181.

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

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

Analyyttiset suorituskykyominaisuudet

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

Luet- Tuotteen kuvaus Kohde Maari- Maari- Maaritysten Maari-
telo- tyksen tyksen vélinen tysten
nro sisdinen sisdinen spesifisyys valinen
spesifisyys  herkkyys herkkyys
Naftoli-AS-BI-fosfo- Toiminta-
3871 rihappoliuos alueet 3/3 3/3 3/3 3/3
Nopea granaat- Toiminta-
3872 ti-GBC-pohjaliuos alueet 3/3 3/3 3/3 3/3
- Toiminta-
3873 Tartraattiliuos alueet 3/3 3/3 3/3 3/3
- Toiminta-
3863 Asetaattiliuos alueet 3/3 3/3 3/3 3/3
. P, Toiminta-
914 Natriumnitriittiliuos alueet 3/3 3/3 3/3 3/3
y - Toiminta-
915 Sitraattiliuos alueet 3/3 3/3 3/3 3/3
GHS3 Hematoksyliiniliuos, Tumat 3/3 33 3/3 33

Gillin nro 3
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Varoitukset ja vaarat
Katso paivitetyt riski-, vaara- ja turvallisuustiedot kayttoturvallisuustiedotteesta ja tuotemerkinngista.

387A:

H290 Voi sydvyttad metalleja.

H302 Haitallista nieltyna.

H314 Voimakkaasti ihoa syovyttavaa ja silmia vaurioittavaa.

H317 Voi aiheuttaa allergisen ihoreaktion.

H350 Saattaa aiheuttaa syopaa.

H373 Saattaa vahingoittaa elimia (munuaiset) pitkadaikaisessa tai toistuvassa altistumisessa nieltyna.
H402 Haitallista vesielidille.

P201 Lue erityisohjeet ennen kayttoa.

P202 Lue varoitukset huolellisesti ennen kasittelya.

P234 Sailyta alkuperaispakkauksessa.

P260 Alé hengitd sumua tai hoyrya.

P264 Pese iho huolellisesti kasittelyn jélkeen.

P270 Syéminen, juominen ja tupakointi kielletty kemikaalia kdytettéessa.
P280 Kéayta suojakéasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.
P280 Kéayta suojakéasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

P301 + P312 + P330 JOS KEMIKAALIA ON NIELTY: Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/
laékariin, jos ilmenee pahoinvointia. Huuhdo suu.

P301 + P310 + P330 JOS KEMIKAALIA ON NIELTY: Huuhdo suu. ALA oksennuta.

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

P304 + P340 + P310 JOS KEMIKAALIA ON HENGITETTY: Siirra henkild raittiiseen ilmaan ja varmista
vaivaton hengitys. Ota valittomasti yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/Iaékariin.

P305 + P351 + P338 + P310 JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedelld usean
minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka huuhtomista. Ota valittémasti
yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/I&dkariin.

P308 + P313 Altistumisen tapahduttua tai jos epdillaédn altistumista: Hakeudu l&dkariin.
P333 + P313 Jos ilmenee ihodrsytysta tai ihottumaa: Hakeudu ladkariin.

P362 + P364 Riisu ja pese saastunut vaatetus ennen uudelleenkayttoa.

P390 Imeyta valumat vahinkojen estamiseksi.

P405 Varastoi lukitussa tilassa.

P406 Varastoi syopymattémassa sailiossa, jossa on kestava sisdvuoraus.

P501 Havita sisalto/pakkaus kaikkien paikallisten, alueellisten ja kansallisten maaraysten
mukaisesti.

Jos tamdn laitteen kdyton aikana tai sen seurauksena ilmenee vakava
vaaratilanne, ilmoita siitd valmistajalle ja/tai sen valtuutetulle edustajalle seka
kansalliselle viranomaiselle.

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

Valmistaja Luettelonumero

Katso kayttéohje Erdkoodi

Valtuutettu edustaja

ul

(11
Euroopan yhteisdssa / Euroopan C E

<

4

|

Vaatimustenmukaisuusvakuutus
Euroopan unionin maaraysten

unionissa mukaisesti (IVDR-asetus 2017/746)

In vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu

Viimeinen kayttopaiva |laakinnallinen laite

Lampétilarajoitus Huomio

Valmistuspaiva Maahantuoja

Osoittaa valtuutetun edustajan
Sveitsissa

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 brandimerkit. Maininta ammattikaytésta
lisatty kayttotarkoitukseen ja varotoimiin. Kayttotarkoitus tarkistettu IVDR-
ohjeistusten mukaisesti. "Materiaalin kdyttoturvallisuustiedote” paivitetty muotoon
"kayttoturvallisuustiedote”. Yhteystiedot péivitetty. Poistettu ohje CLSI-ohjeistuksen
noudattamisesta ndytteenotossa. Symboliosiosta poistettu “EN 980" ja tilalle

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

Versio 6.0 2025
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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-vitro
diagnostisch 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 zoutzuur 0,4 mol/L met stabilisator. Gevaar.
Schadelijk bij inslikken. Veroorzaakt ernstige brandwonden en oogletsel. 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 lichte huidirritatie.

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

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/L, C.I. 75290, natriumjodaat, 0,6 g/L, aluminiumsulfaat,
52,8 g/L en stabilisatoren. 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-vitro diagnostisch 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
vOor gebruik de temperatuur.

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 100 mL-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 1,0 mL 1,0 mL
(stap 3)

Naftol AS-BI-fosfaatoplossing 0,5 mL 0,5mL
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.

8. 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

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.

Analytische prestatiekenmerken

De resultaten van de analytische prestaties voor de gegeven tests, uitgevoerd op alle
doelstructuren, bevestigen 100% gevoeligheid, specificiteit en herhaalbaarheid.

Cat. Product- Doel Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
nr. beschrijving specificiteit gevoelig- specificiteit gevoelig-
heid heid

Naftol AS-BI-fosfor- Locaties van

3871 zuuroplossing activiteit 3van3 3van3 3van3 3van3
Fast garnet GBC-  Locaties van

3872 baseoplossing activiteit 3van3 3van3 3van 3 3van3
. Locaties van

3873 Tartraatoplossing activiteit 3van3 3van3 3van3 3van3
: Locaties van

3863 Acetaatoplossing activiteit 3van3 3van3 3van3 3van3
Natriumnitriet- Locaties van

914 oplossing activiteit 3van3 3van3 3van3 3van3
y . Locaties van

915 Citraatoplossing activiteit 3van3 3van3 3van3 3van3

GHS3 Hematoxyline- Kernen 3van3 3van3 3van 3 3van3

oplossing, Gill nr. 3
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Waarschuwingen en gevaren

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad en de etikettering van het product voor bijgewerkte informatie
over risico's, gevaren of veiligheid.

387A:

H290 Kan bijtend zijn voor metalen.

H302 Schadelijk bij inslikken.

H314 Veroorzaakt ernstige brandwonden en oogletsels.

H317 Kan een allergische huidreactie veroorzaken.

H350 Kan kanker veroorzaken.

H373 Kan bij inslikken schade aan organen (nieren) veroorzaken bij langdurige of herhaalde blootstelling.
H402 Schadelijk voor in het water levende organismen.

P201 Alvorens te gebruiken, de speciale aanwijzingen raadplegen.

P202 Pas gebruiken nadat u alle veiligheidsvoorschriften gelezen en begrepen heeft.
P234 Uitsluitend in de oorspronkelijke container bewaren.

P260 Geen nevel of dampen inademen.

P264 Na het werken met dit product de huid grondig wassen.

P270 Niet eten, drinken of roken tijdens het gebruik van dit product.

P280 Draag beschermende handschoenen/beschermende kleding/oogbescherming/
gezichtsbescherming.

P280 Draag beschermende handschoenen, beschermende kleding, oogbescherming en
gezichtsbescherming.

P301 + P312 + P330 NA INSLIKKEN: Bel een ANTIGIFCENTRUM/arts als u zich onwel voelt. Spoel
de mond.

P301 + P330 + P331 NA INSLIKKEN: Spoel de mond. GEEN braken opwekken.

P303 + P361 + P353 BIJ CONTACT MET DE HUID (of het haar): Trek onmiddellijk alle verontreinigde
kleding uit. Spoel de huid af met water of onder de douche.

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 + P310 BIJ CONTACT MET DE OGEN: Voorzichtig afspoelen met water
gedurende een aantal minuten. Contactlenzen verwijderen, indien aanwezig en indien mogelijk.
Blijven spoelen. Bel onmiddellijk een ANTIGIFCENTRUM of een arts.

P308 + P313 Bij blootstelling of ongerustheid: Vraag medisch advies/medische hulp.
P333 + P313 Bij huidirritatie of huiduitslag: Vraag medisch advies/medische hulp.
P362 +P364 Verontreinigde kleding uittrekken en wassen alvorens deze opnieuw te gebruiken
P390 Gelekte/gemorste stof opnemen om materiéle schade te vermijden.
P405 Achter slot bewaren.
P406 In corrosiebestendige houder met corrosiebestendige binnenbekleding bewaren.
P501 Inhoud/verpakking afvoeren naar een erkende afvalverwerkingsinstallatie.
Als zich tijdens het gebruik van dit apparaat of als gevolg van het gebruik ervan

een ernstig incident heeft voorgedaan, meld dit dan aan de fabrikant en/of zijn
gemachtigde vertegenwoordiger en aan uw nationale autoriteit.

Symbooldefinities
Symbolen zoals gedefinieerd in EN ISO 15223-1:2021

Fabrikant Catalogusnummer

Raadpleeg de gebruiksaanwijzing Batchcode

Gemachtigd vertegenwoordiger
in de Europese Gemeenschap/ C E
Europese Unie

Conformiteitsverklaring van
de Europese Unie (gedefinieerd in
IVDR 2017/746)

2 Uiterste gebruiksdatum M.ed's?h hulpr_mddel voor in-
vitrodiagnostiek

,ﬂ’ Temperatuurlimiet Let op

@ Fabricagedatum Importeur

Geeft de geautoriseerde

vertegenwoordiger in Zwitserland

aan
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Contactgegevens

Bezoek onze website op SigmaAldrich.com om een bestelling te plaatsen. Ga voor technische service
naar de technische servicepagina op onze website SigmaAldrich.com/techservice.
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Navodila za uporabo

Komplet za levkocitno kislo fos-
fatazo (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, histokemicni postopek dokazuje aktivnost kisle fosfataze v
levkocitih ¢loveske 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 ¢loveskih levkocitih sta prva porocala Goldberg in Barka.! Postopek Sigma-Aldrich za
dokazovanje tega encima uporablja naftol AS-BI fosfat in sveZe diazotizirano hitro granatno sol GBC.
Slednja spojina je bila izbrana, ker se pri kislem pH hitro spaja in tvori zelo netopne nanose barvila.
Pri vecini postopkov, vklju¢no 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 hitre granatne baze GBC 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 diazotiziran hitri granat 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 hitrim
granatom GBC in na lokacijah aktivnosti tvori netopna bordo barvila. Celice, ki vsebujejo na vinsko
kislino obcutljivo kislinsko fosfatazo, so brez aktivnosti. Na tiste mononuklearne celice, ki vsebujejo
fosfatazo, odporno na vinsko kislino, takéno zdravljenje ne vpliva.

Reagenti
Raztopina fosforne kisline naftol AS-BI (kat. St. 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 $kodljivo pri zauZitju. Povzro¢a hude opekline koze in poskodbe
oci. Lahko povzrodi alergijsko kozno reakcijo. Lahko povzrodi nastanek raka.

Raztopina acetata (kat. st. 3863-50ML)

Acetatni pufer, 2,5 mol/l, pH 5,2 £ 0,1

Raztopina tartrata (kat. $t. 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/|

Raztopina citrata (kat. $t. 915-50ML)

Citronska kislina, 18 mmol/I, natrijev citrat, 9 mmol/I, natrijev klorid, 12 mmol/l, in tenzid,
pH3,6 £0,1

Raztopina hematoksilina, Gill st. 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 $kodljivo pri zauZitju. Povzroc¢a hude poskodbe oci. Nositi zas¢itne
rokavice/zas¢ito za oci/zaséito 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
etiketi reagenta je naveden datum izteka roka uporabnosti.

Raztopino naftol 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 uporabo segrejte na 18-26 °C.
Obstojnost do 2 meseca, ¢e je hranjeno tesno zaprto v hladilniku. Ce opazite izhlapevanje, zavrzite
raztopino za fiksiranje in pripravite novo.

Poslabsanje kakovosti

Raztopino fosforove kisline naftol AS-BI, raztopino tartrata je treba zavredi, ¢e se pojavi motnost.
Raztopina citratna je primerna za uporabo v odsotnosti mikrobne rasti.

Raztopino hematoksilina je treba zavredi, ¢e 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 klinicnem laboratoriju. Ti izdelki IVD
so namenjeni le strokovni uporabi s strani usposobljenega osebja. Z napravami Sigma-Aldrich IVD
lahko upravlja laboratorijsko osebje, ki je usposobljeno za ravnanje s ¢loveskimi vzorci, ki so lahko
kuzni, za uporabo mikroskopov in druge laboratorijske opreme ter imajo 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, drZzavnimi, 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 tkivna 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 na 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

Delovanje testa je treba spremljati z vkljucitvijo krvnega filma, pripravljenega 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 raztopino za fiksiranje. 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 obra¢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
Acetate Solution 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.

Nekaj minut spirajte v alkalni vodi iz pipe, da jedra pomodrijo.

9. Osusite na zraku in mikroskopsko ocenite. Prekrivanje ni priporocljivo, saj barvilo s¢casoma
zbledi.

Lastnosti 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 se lahko v limfocitih in nekaterih specializiranih makrofagih opazi ob¢asno
granulo.* V krvnih razmazih je pozitivna reakcija oznacena s prisotnostjo ve¢ kot dveh celic z
razpréeno 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.

o

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 pomoé
podjetja Sigma-Aldrich.

Znacilnosti analiti¢ne ucinkovitosti

Rezultati analiti¢ne ucinkovitosti za dane teste, opravljene na vseh ciljnih strukturah, potrjujejo
100-odstotno obcutljivost, specificnost in ponovljivost.

Kat. Opis izdelka Cilj Specifi¢- Obéutlji- Specifié- Obéutlji-
st. nost znot-  vost znot- nost med vost med
raj testa raj testa testi testi
Raztopina naftol AS-  Lokacije
3871 BI fosforne kisline  aktivnosti 3o0d3 30d3 30d3 3o0d3
Osnovna raztopina Lokacije
3872 Fast Garnet GBC  aktivnosti 3o0d3 30d3 30d3 3o0d3
. Lokacije
3873 Raztopina tartrata aktivnosti 3o0d3 30d3 3o0d3 3o0d3
. Lokacije
3863 Acetate Solution aktivnosti 3o0d3 3od3 3o0d3 3o0d3
Raztopina Lokacije
914 natrijevega nitrita  aktivnosti 30d3 30d3 30d3 30d3
. . Lokacije
915 Raztopina citrata aktivnosti 3od3 30d3 30d3 30d3
Raztopina
GHS3  hematoksilina Gill Jedra 3o0d3 3od3 3o0d3 3o0d3
st. 3

Opozorila in nevarnosti

Vse posodobljene informacije o tveganju, nevarnosti ali varnosti najdete na varnostnem listu in
oznaki izdelka.



H290 Lahko je korozivno za kovine.

H302 Skodljivo pri zauzitju.

H314 Povzroca hude opekline koZze in poskodbe oci.
H317 Lahko povzroci alergijsko kozno reakcijo.
H350 Lahko povzroci raka.

H373 Pri dolgotrajni ali ponavljajoci se izpostavljenosti lahko ob zauZitju povzroci poskodbe organov
(ledvice).

H402 Skodljivo za vodne organizme.

P201 Pred uporabo pridobiti posebna navodila.

P202 Ne uporabljajte, dokler ne preberete in razumete vseh varnostnih ukrepov.
P234 Hraniti samo v originalni posodi.

P260 Ne vdihavati meglice ali hlapov.

P264 Po uporabi temeljito umiti kozo.

P270 Ne jesti, piti ali kaditi med uporabo tega izdelka.

P280 Nositi zascitne rokavice/zas¢itno obleko/zascito za oci/zas¢ito za obraz.
P280 Nositi zascitne rokavice, zascitno obleko, zasc¢ito za odi in zascito za obraz.

P301 + P 312 + P330 PRI ZAUZITIU: Ob slabem pocutju poklicite CENTER ZA ZASTRUPITVE/
zdravnika. Izperite usta.

P301 + P330 + P331 PRI ZAUZITIU: Izperite usta. NE izzvati bruhanja.

P303 + P361 + P353 PRI STIKU S KOZO (ali lasmi): Takoj sleci vsa kontaminirana oblacila. Kozo
izprati z vodo/prho.

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 + P310 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. Takoj pokliCite
CENTER ZA ZASTRUPITVE/zdravnika.

P308 + P313 Pri izpostavljenosti ali sumu izpostavljenosti: PoisCite zdravnisko pomoc/oskrbo.
P333 + P313 Ce nastopi drazenje koZe ali se pojavi izpuétaj: Poidéite zdravnisko pomoé/oskrbo.
P362 +P364 Sleci kontaminirana oblacila in jih oprati pred ponovno uporabo.

P390 Absorbirajte razlitje, da preprecite poskodbe materiala.

P405 Hraniti zaklenjeno.

P406 Hraniti v posodi, odporni proti koroziji, z odporno notranjo oblogo.

P501 Odstraniti vsebino/posodo na odobreno odlagalis¢e odpadkov.

Ce je med uporabo te naprave ali kot posledica njene uporabe prislo 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
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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
spremenjen v standard EN ISO 15223-1:2021. Dodani so kontaktni podatki v primeru
nezelenih dogodkov. Odstranjena referenca 5. Dodana so opozorila in nevarnosti.
Dodani podatki o CH-REP.

Rev. 6.0 2025

Posodobljene so informacije v varnostnem listu. Dodani so podatki o uvozniku za Svico.
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Instructiuni de utilizare

Kit pentru determinarea fosfatazei
acide leucocitare (TRAP)

Procedura nr. 387
MILIPORE
C€ SiGMa

Domeniu de utilizare

Kiturile Sigma-Aldrich pentru determinarea fosfatazei acide sunt destinate utilizérii generale in
laborator, cu rol de coloranti histologici. Reactivii pentru fosfataza acidad sunt destinati utilizarii
exclusiv pentru diagnosticare in vitro. Aceastd procedurd histochimicd manuald calitativa
demonstreaza activitatea fosfatazei acide in leucocitele din sdngele uman sau in frotiuri de maduva
0so0asad si preparate cu prin amprenta tisulara. Vizualizarea histologica a fosfatazei acide asociate
leucocitelor este o tehnicd unicd utilizatd in prezent in mod frecvent in medicina.

Utilizarea fosfatilor de naftol AS substituiti in combinatie cu saruri de diazoniu pentru detectarea
fosfatazei acide in leucocitele umane a fost raportatd pentru prima data de Goldberg si Barka.!
Procedura Sigma-Aldrich pentru demonstrarea acestei enzime utilizeazd fosfat de naftol AS-BI si
sare Fast Garnet GBC proaspdt diazotatd. Acest al doilea compus a fost ales deoarece se leagd
rapid la un pH acid, formand depozite de colorant foarte insolubile.

Majoritatea procedurilor, inclusiv cea furnizatd de Sigma-Aldrich, utilizeaza saruri de diazoniu
stabile. Acestea se formeaza prin reactia unei arilamine cu nitrit de sodiu intr-un mediu acid.?
Clorura de diazoniu rezultata (de obicei instabild) poate fi apoi tratatd cu compusi precum clorurd
de zinc, sulfat de zinc sau naftalen-1,6-disulfonat, formand saruri stabile. Acesti stabilizatori pot
exercita o inhibare accentuatd asupra unor sisteme enzimatice, in timp ce clorurile de diazoniu
sunt mai putin inhibitorii.2 Din acest motiv, Sigma-Aldrich oferd acum o solutie stabild compusa din
Fast Garnet GBC ca baza si nitrit de sodiu pentru citochimia fosfatazei acide. Pentru a simplifica

si mai mult aceastd metoda, este inclus3 si o solutie apoasa stabild de fosfat de naftol AS-BI.
Disponibilitatea acestor solutii stabile le permite utilizatorilor sa ajusteze volumele de reactivi de
lucru in functie de necesitati, eliminand risipa.

Conform procedurii Sigma-Aldrich, frotiurile de sange sunt incubate intr-o solutie care contine acid
fosforic de naftol AS-BI si Fast Garnet GBC proaspat diazotata. Frotiurile duplicat pot fi tratate cu o
solutie care contine L(+)-tartrat. Naftolul AS-BI, eliberat prin hidroliza enzimaticd, se leagad imediat
de Fast Garnet GBC, forménd depozite de colorant maro insolubile in situsurile de activitate.
Celulele care contin fosfataza acidd sensibild la acidul tartric sunt lipsite de activitate. Celulele
mononucleate care contin fosfataza rezistenta la acidul tartric nu sunt afectate de un astfel de
tratament.

Reactivi

Solutie de acid fosforic de naftol AS-BI (nr. cat. 3871-10ML)
Acid fosforic de naftol AS-BI, 12,5 mg/ml

Solutie bazica Fast Garnet GBC (nr. cat. 3872-10ML)

Baza Fast Garnet GBC, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, in acid clorhidric 0,4 mol/I cu stabilizator. Pericol.
Nociv in caz de inghitire. Provoacd arsuri grave ale pielii si lezarea ochilor. Poate provoca o reactie
alergicd a pielii. Poate provoca cancer.

Solutie acetat (nr. cat. 3863-50ML)
Solutie tampon acetat, 2,5 mol/l, pH 5,2 + 0,1

Solutie de tartrat (nr. cat. 3873-10ML)
Solutie tampon L(+)-tartrat, 0,335 mol/l, pH 4,9 £ 0,1. Avertizare. Provoaca iritarea usoard a pielii.

Solutie de nitrit de sodiu (nr. cat. 914-10ML)
Nitrit de sodiu, 0,1 mol/I

Solutie de citrat (nr. cat. 915-50ML)
Acid citric, 18 mmol/I, citrat de sodiu, 9 mmol/I, clorurd de sodiu, 12 mmol/I, si surfactant; pH 3,6 + 0,1

Solutie de hematoxilina Gill nr. 3 (nr. cat. GHS3-50ML)

Hematoxiling, certificatd, 6,0 g/I, C.I. 75290, iodat de sodiu, 0,6 g/I, sulfat de aluminiu, 52,8 g/I,
si stabilizatori. Pericol. Nociv in caz de inghitire. Provoaca leziuni oculare grave. Purtati mdnusi de
protectie/echipament de protectie a ochilor/echipament de protectie a fetei.

Sunt necesare materiale speciale, dar acestea nu sunt furnizate

e Acetond, reactiv ACS
e Formaldehida, 37%

Depozitare si stabilitate

Pastrati solutia de hematoxilind la temperatura camerei (18-26 °C). A se proteja de lumind. Pe
eticheta reactivului este mentionata data de expirare.

P&strati solutia de acid fosforic de naftol AS-BI, solutia bazica Fast Garnet GBC, solutia de acetat,
solutia de tartrat, solutia de nitrit de sodiu si solutia de citrat la 2-8 °C.

Péstrati solutia de fixare la frigider (2-8 °C). Incalziti la 18-26 °C inainte de utilizare. Stabil3 timp
de pand la 2 luni, dacd este pastrata bine inchisa in frigider. Aruncati solutia de fixare dacd se
observa evaporare si preparati o solutie proaspata.

Deteriorare
Solutia de acid fosforic de naftol AS-BI, solutia de tartrat trebuie aruncate daca apare turbiditatea.
Solutia de citrat este adecvatd pentru utilizare in absenta cresterii microbiene.

Solutia de hematoxilind trebuie aruncatd daca devine maronie (supraoxidare la aer) sau violetd
(pierderea aciditatii).

Preparare
Reactivii sunt furnizati gata de utilizare.

Preparati solutia de fixare combinand 25 ml de solutie de citrat, 65 ml de acetona si 8 ml de
formaldehida 37%. Puneti intr-un recipient din sticld si inchideti etans.

Precautii

Aceste dispozitive pentru DIV sunt destinate utilizérii pentru diagnosticare in vitro intr-un mediu de
laborator clinic. Aceste dispozitive pentru DIV sunt destinate exclusiv utilizarii profesionale de cétre
personalul calificat. Dispozitivele pentru DIV Sigma-Aldrich pot fi folosite de personalul de laborator
instruit cu privire la manipularea de probe provenite de la oameni care pot fi infectioase, folosirea
microscoapelor si a altor echipamente de laborator si care percepe culorile si are acuitate vizuala
pentru a distinge culorile si alte obiecte la microscop.

Trebuie luate mdsurile de precautie normale pentru manipularea reactivilor de laborator. Eliminati
deseurile respectand toate reglementarile locale, statale, provinciale sau nationale.

Procedura

Recoltarea probelor

Nicio metodé de testare cunoscutd nu garanteaza ca probele de sdnge sau tesutul nu va transmite
infectii. Prin urmare, toate probele de derivate din sdnge sau de tesut trebuie considerate potential
infectioase.

Pot fi utilizate frotiuri de sénge, frotiuri de maduvd osoasd, preparate prin amprentd tisulard si
preparate pentru citocentrifuge. Anticoagulantul va fi EDTA sau heparind. Frotiurile de sdnge

sau de maduva osoasa pot fi pastrate fixate la temperatura camerei (18-26 °C), timp de cateva
saptamani, sau nefixate timp de céteva zile, fard modificari apreciabile ale activitatii.> Nu expediati
sange integral pentru analiza la alte laboratoare. Trimiteti lame fixate sau nefixate. Lamele trebuie
pastrate la rece in timpul transportului. Ldsati frotiurile sa se usuce cel putin 1 ord inainte de fixare.

Note

Performanta testului trebuie monitorizata prin includerea unui frotiu de sénge preparat de la o
persoana sandtoasa.

Procedura

1. Preincdlziti suficientd apa deionizatd pentru o zi de utilizare, la 37 °C. Verificati temperatura
nainte de utilizare.

2. Aduceti solutia de fixare la temperatura camerei (18-26 °C). Fixati lamele imersandu-le in
solutia de fixare timp de 30 de secunde. Clatiti bine in apd deionizatd: Nu lasati lamele sa se
usuce.

3. 1n fiecare dintre cele 2 eprubete pentru testare, addugati cite 0,5 ml de solutie bazicd
Fast Garnet GBC si 0,5 ml de solutie de nitrit de sodiu. Omogenizati prin rasturnare usoara
timp de 30 de secunde. Lasati solutia in repaus timp de 2 minute.

4. Etichetati doud pahare de 100 ml drept A si B si addugati urmatoarele in timp ce amestecati:

Paharul A Paharul B

Apa deionizatd preincalzitd la 37 °C 45 ml 45 ml
Solutie Fast Garnet GBC diazotatd (pasul 3) 1,0 ml 1,0 ml
Solutie de fosfat de naftol AS-BI 0,5 ml 0,5 ml
Solutie de acetat 2,0 ml 2,0 ml

Solutie de tartrat 1,0 ml

5. Etichetati recipientele Coplin A si B si transferati solutiile din pahare in recipientele Coplin
corespunzitoare. Incilziti solutiile din recipiente la 37 °C, in baie de apa. Verificati ca
temperatura sa fie 37 °C inainte de a introduce lamele.

6. Introduceti lamele in recipientele Coplin si incubati 1 ora in baie de apa la 37 °C, protejate de
lumina.

7. Dupa 1 ora, clatiti bine lamele in apa deionizatd, apoi contracolorati timp de 2 minute in
solutie de hematoxilina Gill nr. 3.

8. Clatiti cateva minute in apd alcalina de la robinet, pana cand nucleii devin albastri.

9. Uscati la aer si evaluati microscopic. Nu se recomanda acoperirea lamelor, deoarece colorantul
se estompeazd in timp.

Caracteristici de performanta

Rezultate

Frotiurile de sénge colorate sunt de obicei evaluate subiectiv in privinta prezentei sau absentei
enzimei rezistente la tartrat. in absenta acidului tartric, majoritatea leucocitelor prezintd situsuri de
activitate granulare. Cand sunt incubate cu tartrat, in limfocite si in unele macrofage specializate
se poate observa ocazional o granuld.* in frotiurile de sange, o reactie pozitiva este indicatd prin
prezenta a mai mult de douad celule cu activitate difuza si intensa, adicd a mai mult de 40 de
granule.* Pentru a evalua coloratia aparatului Golgi caracteristica limfocitelor derivate din timus
(celulelor T) se recomandd procedura Sigma-Aldrich nr. 181.

Activitatea fosfatazei acide apare sub forma de granule de culoare violet pana la rosu-inchis in
citoplasma majoritatii leucocitelor.

Dacé rezultatele observate diferd de rezultatele preconizate, contactati serviciul tehnic
Sigma-Aldrich pentru asistenta.

Caracteristici de performanta analitica

Rezultatele performantei analitice pentru testele efectuate pentru toate structurile vizate confirma
100 % sensibilitate, specificitate si repetabilitate.

Nr. Descrierea Tintad Specifi- Sensibi- Specifi- Sensibi-
cat. produsului citatea litatea citatea litatea
intra-test intra-test inter-test inter-test
Solutie de acid " .
3871 fosforic de naftol  Situsuride 3 g 3 3din 3 3din 3 3din 3
AS-BI activitate
Solutie bazicd Situsuri de . . . .
3872 Fast Garnet GBC activitate 3din3 3din3 3din3 3din3
: Situsuri de . . . .
3873 Solutie de tartrat activitate 3din 3 3din3 3din3 3din3
. Situsuri de : . . )
3863 Solutie de acetat activitate 3din3 3din3 3din3 3din3
Solutie de nitrit de  Situsuri de . . . .
914 sodiu activitate 3din3 3din3 3din3 3din3
: : Situsuri de : . . )
915 Solutie de citrat activitate 3din 3 3din3 3din3 3din3
GHS3 Solutie de Nuclee 3din3 3din 3 3din 3 3din 3

hematoxilind Gill nr. 3
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Avertizari si pericole

Consultati fisa cu date de securitate si eticheta produsului pentru informatii actualizate despre riscuri,
pericole sau siguranta.

387A:

H290 Poate fi coroziv pentru metale.

H302 Nociv in caz de inghitire.

H314 Provoacd arsuri grave ale pielii si lezarea ochilor.
H317 Poate provoca o reactie alergica a pielii.

H350 Poate provoca cancer.

H373 Poate provoca leziuni ale organelor (rinichilor) in caz de expunere prelungita sau repetatd,
dacd este inghitit.

H402 Nociv pentru mediul acvatic.

P201 Procurati instructiuni speciale inainte de utilizare.

P202 A nu se manipula decat dupa ce au fost citite si intelese toate masurile de securitate.
P234 Pastrati numai in recipientul original.

P260 Nu inspirati ceata sau vaporii.

P264 Spalati-va bine pielea dupa utilizare.

P270 A nu manca, bea sau fuma in timpul utilizarii produsului.

P280 Purtati manusi de protectie/imbracéminte de protectie/echipament de protectie a ochilor/
echipament de protectie a fetei.

P280 Purtati manusi de protectie, imbrdcaminte de protectie, echipament de protectie a ochilor si
echipament de protectie a fetei.

P301 + P 312 + P330 IN CAZ DE iNGHITIRE: Sunati la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA/
un medic dacd nu va simtiti bine. Clatiti gura.

P301 + P330 + P331 IN CAZ DE INGHITIRE: Clititi gura. NU induceti voma.

P303 + P361 + P353 IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA (sau cu parul): scoateti imediat toata
imbrdcamintea contaminatd. Clatiti pielea cu apa/faceti dus.

P304 + P340 + P310 IN CAZ DE INHALARE: transportati victima la aer liber si mentineti-o in stare
de repaus, intr:o pozitie confortabild pentru respiratie. Sunati imediat la un CENTRU DE INFORMARE
TOXICOLOGICA/un medic.

P305 + P351 + P338 + P310 IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: clatiti cu atentie cu apa timp de mai
multe minute. Scoateti lentilele de contact, daca este cazul sau daca acest lucru se poate face cu
usurintd. Continuati sa clatiti. Sunati imediat la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA/un medic.

P308 + P313 In caz de expunere sau de posibild expunere: consultati medicul.

P333 + P313 in caz de iritare a pielii sau de eruptie cutanatd: consultati medicul.

P362 +P364 Scoateti imbracdmintea contaminatd si spalati-o inainte de reutilizare.

P390 Absorbiti scurgerile de produs, pentru a nu afecta materialele din apropiere.

P405 A se depozita sub cheie.

P406 Depozitati intr-un recipient rezistent la coroziune, cu dublurd interioara rezistentd la coroziune.
P501 Aruncati continutul/recipientul intr-o instalatie aprobatd de eliminare a deseurilor.

Daca in timpul utilizarii acestui dispozitiv sau ca urmare a folosirii acestuia are loc
un incident grav, va rugam sa il raportati producatorului si/sau reprezentantului
sau autorizat si autoritatii nationale.

Definitiile simbolurilor
Simboluri conform definitiei din EN ISO 15223-1:2021

Producator Numar de catalog

Consultati instructiunile de utilizare Codul lotului

Reprezentant autorizat in
Comunitatea Europeand/Uniunea

Declaratia de conformitate pentru
Uniunea Europeana (definita in

n
m

Europeana IVDR 2017/746)
A - Dispozitiv medical pentru diagnostic
Data limita de utilizare in vitro
Limita de temperaturd A Atentie
Data fabricatiei @ Importator

Indica reprezentantul autorizat in
[cn [Rep] ¢ e

Referinte

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
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Informatii de contact

Pentru a plasa o comanda, vizitati site-ul nostru web la SigmaAldrich.com. Pentru servicii tehnice,
vizitati pagina de servicii tehnice de pe site-ul nostru web la SigmaAldrich.com/techservice.

Istoricul versiunilor

Rev. 3.0 2014

Rev. 4.0 2016

Rev. 5.0 2023

S-a trecut la un sablon nou cu elemente de marcd actuale. S-a precizat ca dispozitivul
este pentru uz profesional in sectiunile Domeniu de utilizare si Precautii. S-a modificat
sectiunea Domeniu de utilizare pentru a respecta indrumarile IVDR. S-a schimbat
Fisa tehnica de sigurantd in Fisd cu date de securitate. S-au actualizat informatiile

de contact. S-au eliminat instructiunile privind respectarea CLSI pentru recoltarea
probelor. S-a eliminat standardul EN 980 si s-a addugat EN ISO 15223-1:2021 pentru
simboluri. S-au addugat informatii de contact in caz de evenimente adverse. S-a
eliminat referinta nr. 5. S-a addugat sectiunea Avertizari si pericole. S-au addugat
informatii despre reprezentantul in Elvetia.

Rev. 6.0 2025

S-au actualizat informatiile din fisa cu date de securitate (FDS). S-au addugat informatii
despre importatorul din Elvetia.
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Upute za upotrebu

Komplet Leukocyte Acid
Phosphatase (TRAP)

Postupak br. 387

[vo] Cé€

Predvidena namjena

Kompleti Acid Phosphatase tvrtke Sigma-Aldrich namijenjeni su za op¢u laboratorijsku upotrebu

u histoloskom bojenju. Reagensi Acid Phosphatase namijenjeni su iskljucivo za profesionalnu ,in
vitro dijagnosticku upotrebu®. Ovaj rucni, kvalitativni, histokemijski postupak pokazuje aktivnost
kiselinske fosfataze u leukocitima ljudske krvi, koStanoj srzi i preparatima tkiva dobivenih otiskom.
HistoloSka vizualizacija kiselinske fosfataze povezane s leukocitima jedinstvena je tehnika koja se
trenutacno uobicajeno koristi u medicini.

Uporabu supstituiranih naftol AS fosfata u kombinaciji s diazonijevim solima za otkrivanje kiselinske
fosfataze u ljudskim leukocitima prvi su zabiljeZili Goldberg i Barka.! Postupak tvrtke Sigma-Aldrich
za dokazivanje ovog enzima temelji se na upotrebi naftol AS-BI fosfata i svjeze diazotirane Fast
Garnet GBC soli. Potonji spoj odabran je jer se brzo spaja pri kiselim pH vrijednostima, stvarajuci
vrlo netopljive naslage bojila.

Vedina postupaka, ukljucujuéi onaj koji pruza tvrtka Sigma-Aldrich, upotrebljava stabilne
diazonijeve soli. One nastaju reakcijom arilamina s natrijevim nitritom u kiselom mediju.? Dobiveni
diazonijev klorid (obi¢no nestabilan) moze se zatim obraditi spojevima kao $to su cinkov klorid,
cinkov sulfat ili naftalen-1,6-disulfonat, tvoredi stabilne soli. Ti stabilizatori mogu znacdajno
inhibirati neke enzimske sustave, dok su diazonijevi kloridi manje inhibitorni.? Iz tog razloga
tvrtka Sigma-Aldrich sada isporucuje stabilnu otopinu Fast Garnet GBC baze i natrijevog nitrita za
citokemiju kiselinske fosfataze. Kako bi ova metoda bila jo$ jednostavnija, ukljucena je i stabilna
vodena otopina naftol AS-BI fosfata. Dostupnost tih stabilnih rjeSenja omogucuje korisnicima
prilagodavanje volumena radnog reagensa potrebama i eliminira otpad.

Prema postupku tvrtke Sigma-Aldrich razmazi krvi inkubiraju se u otopini koja sadrzi naftol

AS-BI fosfornu kiselinu i svjeze diazotiran Fast Garnet GBC. Duplicirani razmazi mogu se obraditi
otopinom koja sadrzi L(+)-tartarat. Naftol AS-BI, osloboden enzimskom hidrolizom, odmah se spaja
s Fast Garnet GBC-om, koji formira netopljive naslage kestenjaste boje na mjestima aktivnosti. Kod
stanica koje sadrze kiselinsku fosfatazu osjetljivu na vinsku kiselinu nema aktivnosti. Takva obrada
ne utje¢e na mononuklearne stanice koje sadrze fosfatazu otpornu na vinsku kiselinu.

Reagensi

Otopina naftol AS-BI fosforne kiseline (kat. br. 3871-10ML)
Naftol AS-BI fosforna kiselina, 12,5 mg/ml

Otopina Fast Garnet GBC baze (kat. br. 3872-10ML)

Fast Garnet GBC baza, 7,0 mg, C.I. 11160, u 0,4 mol/I klorovodi¢ne kiseline sa stabilizatorom.
Opasnost. Stetno ako se proguta. uzrokuje teske opekline koze i ostecenje ociju. Moze uzrokovati
alergijsku reakciju na kozi. moze uzrokovati rak.

Otopina acetata (kat. br. 3863-50ML)
Pufer acetata, 2,5 mol/l, pH 5,2 £ 0,1

Otopina tartarata (kat. br. 3873-10ML)
ﬁgf%%artarata L(+), 0,335 mol/l, pH 4,9 + 0,1. Upozorenje. Uzrokuje blago nadrazujuce djelovanje

Otopina natrijevog nitrita (kat. br. 914-10ML)

Natrijev nitrit, 0,1 mol/I

Otopina citrata (kat. br. 915-50ML)

Limunska kiselina, 18 mmol/l, natrijev citrat, 9 mmol/I, natrijev klorid, 12 mmol/| i surfaktant, pH
3,6 0,1

Gillova otopina hematoksilina br. 3 (kat. br. GHS3 - 50 ML)

Hematoksilin, certificiran, 6,0 g/I, C.I. 75290 natrijev jodat, 0,6 g/I, aluminijev sulfat, 52,8 g/|

i stabilizatori. Opasnost. Stetno ako se proguta. Uzrokuje tesko ostecenje ociju. Nositi zastitne
rukavice / zastitu za oéi / zastitu za lice.

Potrebni, ali neisporuceni posebni materijali

e Aceton, ACS reagens

e Formaldehid, 37 %

Pohrana i stabilnost

Otopinu hematoksilina ¢uvajte na sobnoj temperaturi (18 - 26 °C). Zastititi od svjetlosti. Naljepnica
na reagensu ima navedene datume isteka roka trajanja.

Otopinu naftol AS-BI fosfatne kiseline, otopinu Fast Garnet GBC baze, otopinu acetata, otopinu
tartarata, otopinu natrijevog nitrita i otopinu citrata cuvajte na 2 - 8 °C.

Otopinu za fiksiranje ¢uvajte u hladnjaku (2 - 8 °C). Prije upotrebe zagrijte na 18 - 26 °C. Stabilno
do dva mjeseca ako se Cuva ¢vrsto zatvoreno u hladnjaku. Odbacite otopinu za fiksiranje ako
primijetite isparavanje i pripremite svjezu.

Kvarenje

Otopinu naftol AS-BI fosforne kiseline, otopinu tartarata treba odloziti u otpad ako se razvije
zamucenost.

Otopina citrata prikladna je za upotrebu u odsutnosti vidljivog razvoja mikroba.

Odlozite otopinu hematoksilina u otpad ako otopina postane smeda (pretjerana oksidiranost od
zraka) ili ljubicasta (gubitak kiselosti).

Priprema
Reagensi se isporucuju spremni za uporabu.

Pripremite otopinu za fiksiranje kombiniranjem 25 ml otopine citrata, 65 ml acetona i 8 ml
37 %-tnog formaldehida. Stavite u staklenu bocicu i évrsto zatvorite.

Mjere opreza

In vitro dijagnostic¢ki medicinski proizvodi namijenjeni su in vitro dijagnostickoj uporabi u klinickom
laboratorijskom okruzenju. Ti su in vitro dijagnosti¢ki medicinski proizvodi namijenjeni su samo

za profesionalnu uporabu od strane kvalificiranog osoblja. In vitro dijagnosti¢kim medicinskim
proizvodima tvrtke Sigma-Aldrich moze upravljati laboratorijsko osoblje koje je obuceno za rukovanje
ljudskim uzorcima koji mogu biti zarazni, upotrebu mikroskopa i druge laboratorijske opreme te koje
ima percepciju boja i ostrinu vida za razlikovanje boja i drugih predmeta pod mikroskopom.

Treba se pridrzavati uobi¢ajenih mjera opreza koje se primjenjuju pri rukovanju laboratorijskim
reagensima. OdlozZite otpad postujuci sve lokalne, drzavne, pokrajinske ili nacionalne propise.

Postupak

Prikupljanje uzorka

Nijedna poznata metoda ispitivanja ne moze pruziti potpunu sigurnost da uzorci krvi ili tkiva nece
prenijeti infekciju. Stoga se svi krvni derivati ili uzorci tkiva trebaju smatrati potencijalno zaraznima.

Mogu se upotrebljavati razmazi krvi, kostane srzi, preparati tkiva dobiveni otiskom i preparati

za citocentrifugiranje. EDTA ili heparin posluZit ¢e kao antikoagulansi. Razmazi krvi ili kostane
srzi mogu se Cuvati fiksirani na sobnoj temperaturi (18 - 26 °C) nekoliko tjedana ili nefiksirani
nekoliko dana bez znacajnih promjena u aktivnosti.> Nemojte slati punu krv na testiranje u druge
laboratorije. Posaljite fiksirana ili nefiksirana stakalca. Stakalca se trebaju ¢uvati na hladnom
tijekom prijevoza. Neka se razmazi suse barem sat vremena prije fiksacije.

Napomene
Ucinak testa treba se pratiti ukljuc¢ivanjem pripremljenog krvnog razmaza zdrave osobe.

Postupak

1. Prethodno zagrijte dovoljno deionizirane vode za jednodnevnu upotrebu na 37 °C. Prije
upotrebe provjerite temperaturu.

2. Dovedite otopinu za fiksiranje do sobne temperature (18 - 26 °C). Fiksirajte stakalca tako
da ih uronite u otopinu za fiksiranje na 30 sekundi. Temeljito isperite u deioniziranoj vodi: Ne
dopustite da se stakalca osuse.

3. U svaku od 2 epruvete dodajte 0,5 ml otopine Fast Garnet GBC baze i 0,5 ml otopine
natrijevog nitrita. Promijesajte njezno okrecuéi 30 sekundi. Neka stoji dvije minute.

4. Oznacite dvije epruvete od 100 ml kao A i B i dodajte sljedece mijesajuci:

Epruveta A Epruveta B

Deionizirana voda unaprijed zagrijana na 45 ml 45 ml
37 °C

Otopina Fast Garnet GBC baze (korak 3) 1,0 ml 1,0 ml
Otopina naftol AS-BI fosfata 0,5 ml 0,5 ml
Otopina acetata 2,0 ml 2,0 ml

Otopina tartarata 1,0 ml

5. Oznacite posude za bojenje histoloskih preparata kao A i B i prenesite otopine iz epruveta u
odgovarajucu posudu za bojenje histoloskih preparata. Zagrijte otopine u posudama na 37 °C
u vodenoj kupelji. Prije dodavanja stakalaca provjerite je li temperatura 37 °C.

6. Dodajte stakalca u posude za bojenje histoloskih preparata i inkubirajte sat vremena u
vodenoj kupelji pri 37 °C uz zastitu od svjetlosti.

7. Nakon sat vremena temeljito isperite stakalca u deioniziranoj vodi, a zatim kontrastirajte 2

minute u Gillovoj otopini hematoksilina br. 3.

Isperite nekoliko minuta u alkalnoj vodovodnoj vodi dok jezgre ne poprime plavu boju.

9. Susite na zraku i pogledajte pod mikroskopom. Pokrivanje stakalaca ne preporucuje se jer
boja s vremenom izblijedi.

Znacajke performansi

®

Rezultati

Obojeni razmazi krvi obi¢no se subjektivno procjenjuju za prisutnost ili odsutnost enzima otpornog
na tartarat. U nedostatku vinske kiseline vecina leukocita pokazuje granularna mjesta aktivnosti.
Pri inkubiranju s tartaratom moze se primijetiti pokoja granula u limfocitima i nekim specijaliziranim
makrofagima.* U razmazima krvi pozitivna reakcija oznacava se prisutnoscu vise od dvije stanice

s difuznom i intenzivnom aktivnoséu, tj. vise od 40 granula.* Za procjenu Golgijevog bojenja,
karakteristi¢nog za limfocite dobivene iz timusa (T-stanice), preporucuje se postupak tvrtke Sigma-
Aldrich br. 181.

Aktivnost kiselinske fosfataze pojavljuje se u obliku ljubi¢astih do tamnocrvenih granula u
citoplazmi vecine leukocita.

Ako se uoceni rezultati razlikuju od ocekivanih, obratite se tehnickoj sluzbi tvrtke Sigma-Aldrich za
pomoc.

Znacdajke analitickih performansi

Rezultati analitickih performansi za navedena ispitivanja provedena na svim ciljnim strukturama
potvrduju 100 % osjetljivost, specifi¢nost i ponovljivost.

Kat. Opis proizvoda Cilj Specifi¢- Osjetljivost Speci- Osjetljivost
br. nost unutar unutar ficnost izmedu
testa testa izmedu testova
testova

Otopina naftol AS-BI ~ Mjesta

3871 fosforne kiseline aktivnosti 3od3 30d3 3od3 30d3
387 Otopina fast Gamet  Miesta 3443 30d3 30d3 30d3
3873 Otopina tartarata IS 3043 30d3 30d3 30d3
3863 Otopinaacetata  MIeSt8 3043 3od3 30d3 30d3
914 ~ Otopinanatrijevog  Miesta 3443 30d3 30d3 30d3
915 Otopina citrata ~ MIeSta 3043 3od3 30d3 30d3
GHs3 , Gillova otopina Jezgre 3od 3 3o0d3 30d3 30d3

hematoksilina br. 3
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Upozorenja i opasnosti

Pogledajte Sigurnosno-tehnicki list i oznake na proizvodu za sve azurirane informacije o riziku, opasnosti

ili sigurnosti.

387A:

H290 Moze nagrizati metale.

H302 Stetno ako se proguta.

H314 Uzrokuje teske opekline koze i ozljede oka.
H317 Moze izazvati alergijsku reakciju na kozi.
H350 Moze uzrokovati rak.

H373 Moze uzrokovati osStecenje organa (bubrezi) kroz produzeno ili ponavljano izlaganje ako se
proguta.

H402 Stetno za vodeni okolis.

P201 Prije uporabe pribaviti posebne upute.

P202 Ne rukovati prije upoznavanja i razumijevanja sigurnosnih mjera predostroznosti.
P234 Cuvati iskljudivo u izvornom spremniku.

P260 Ne udisati maglu ili pare.

P264 Nakon uporabe temeljito oprati kozu.

P270 Pri rukovanju proizvodom ne jesti, piti niti pusiti.

P280 Nositi zastitne rukavice / zastitno odijelo / zastitu za o¢i / zastitu za lice.

P280 Nositi zastitne rukavice, zastitno odijelo, zastitu za oci ili zastitu za lice.

P301 + P 312 + P330 AKO SE PROGUTA: nazvati CENTAR ZA KONTROLU OTROVANJA / lijecnika u
slucaju zdravstvenih tegoba. Isprati usta.

P301 + P330 + P331 AKO SE PROGUTA: Isprati usta. NE izazivati povracanje.

P303 + P361 + P353 U SLUCAJU DODIRA S KOZOM (ili kosom): odmah skinuti svu zagadenu
odjecu. Isprati kozu u vodi / pod tusem.

P304 + P340 + P310 AKO SE UDISE: premjestiti unesre¢enog na svjezi zrak, umiriti ga i postaviti u
polozaj koji olakSava disanje. odmah nazvati CENTAR ZA KONTROLU OTROVANJA / lije¢nika.

P305 + P351 + P338 + P310 U SLUCAJU DODIRA S OCIMA: Oprezno ispirati vodom nekoliko
minuta. Ukloniti kontaktne lece ako ih nosite i ako se one lako uklanjaju. Nastaviti ispiranje. odmah
nazvati CENTAR ZA KONTROLU OTROVANJA / lijecnika.

P308 + P313 u slucaju izlaganja ili zabrinutosti: zatraziti savjet/pomo¢ lije¢nika.

P333 + P313 Ako dode do iritacije koze ili osipa: zatraziti savjet/pomo¢ lijecnika.

P362 +P364 Skinuti zagadenu odjecu i oprati prije ponovne uporabe

P390 Apsorbirati proliveno kako bi se sprije¢ila materijalna Steta.

P405 Skladistiti pod kljuéem.

P406 Skladistiti u spremniku otpornom na nagrizanje s otpornom unutarnjom oblogom.
P501 odloziti sadrzaj/spremnik u odobreno postrojenje za zbrinjavanje otpada.

Ako se tijekom uporabe ovog proizvoda ili kao rezultat njegove uporabe dogodila
ozbiljna nezgoda, prijavite ju proizvodacdu i/ili njegovom ovlastenom predstavniku
i svom nacionalnom tijelu.

Definicije simbola
Simboli u skladu s definicijom u standardu EN ISO 15223-1:2021.

wl  Proizvodat Katalogki broj

Pogledajte upute za upotrebu Broj serije

Ovlasteni zastupnik Izjava Europske unije
- u Europskoj zajednici / Europskoj C E o sukladnosti (definirano u IVDR
uniji 2017/746)

()
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Instrukcja uzywania

Zestaw do oznaczania fosfatazy
kwasnej w leukocytach (TRAP)

Procedura nr 387

MILIBPORR
C€ SiGMa

Przeznaczenie

Zestawy firmy Sigma-Aldrich do oznaczania fosfatazy kwasnej sa przeznaczone do stosowania jako
ogdlna laboratoryjna metoda barwienia histochemicznego. Odczynniki do oznaczania fosfatazy
kwasnej sg przeznaczone wylacznie do profesjonalnego uzytku w diagnostyce in vitro. Niniejsza
manualna, jakosciowa procedura histochemiczna przedstawia aktywno$¢ fosfatazy kwasnej

w leukocytach krwi ludzkiej, szpiku kostnym i preparatach odciskowych tkanki. Wizualizacja
histologiczna fosfatazy kwasnej zwigzanej z leukocytami to unikatowa technika powszechnie
stosowana we wspotczesnej medycynie.

Zastosowanie podstawionych fosforanéw naftolu AS w potaczeniu z solami diazoniowymi do
wykrywania fosfatazy kwasnej w leukocytach ludzkich zostato po raz pierwszy opisane przez
Goldberga i Barke!. Procedura firmy Sigma-Aldrich stuzaca do wykazania tego enzymu opiera sie na
zastosowaniu fosforanu naftolu AS-BI oraz $wiezo diazotyzowanej soli Fast Garnet GBC. Wybrano
ten ostatni zwigzek, poniewaz ulega on szybkiemu sprzeganiu w kwasnym pH, tworzac wysoce
nierozpuszczalne osady barwnika.

Wiekszos$¢ procedur, tacznie z procedurg oferowang przez firme Sigma-Aldrich, wykorzystuje
stabilne sole diazoniowe. Powstajg one w wyniku reakcji aryloaminy z azotynem sodu w $rodowisku
kwasnym?. Powstaty chlorek diazoniowy (zwykle niestabilny) mozna nastepnie poddac dziataniu
takich zwigzkéw jak chlorek cynku, siarczan cynku lub naftaleno-1,6-disulfonian, z utworzeniem
stabilnych soli. Stabilizatory te moga wywiera¢ wyrazne dziatanie hamujace na niektore uktady
enzymatyczne, natomiast chlorki diazoniowe maja stabsze dziatanie hamujace?. Z tego powodu
firma Sigma-Aldrich oferuje obecnie stabilny zasadowy roztwér Fast Garnet GBC oraz azotynu sodu
do zastosowan w cytochemicznych oznaczeniach fosfatazy kwasnej. Aby jeszcze bardziej uproscic¢
te metode, uwzgledniono réwniez stabilny wodny roztwor fosforanu naftolu AS-Bl. Dostepnos¢ tych
stabilnych roztworéw pozwala uzytkownikom na dostosowywanie objetosci odczynnikéw roboczych
do potrzeb, eliminujac straty.

Zgodnie z procedurg firmy Sigma-Aldrich rozmazy krwi inkubuje sie¢ w roztworze zawierajacym
naftol AS-BI, kwas fosforowy i sél diazoniowg Fast Garnet GBC. Rozmazy zduplikowane mozna
poddac dziataniu roztworu zawierajacego L(+)-winian. Naftol AS-BI, uwalniany w procesie hydrolizy
enzymatycznej, natychmiast taczy sie z szybko utleniajacq sie solg diazoniowa Fast Garnet

GBC, tworzac nierozpuszczalne, kasztanowe osady barwnika w miejscach aktywnosci. Komorki
zawierajace fosfataze kwasng wrazliwg na kwas winowy sg pozbawione aktywnosci. Dodatek tej
substancji nie wptywa na komérki jednojadrzaste zawierajace fosfataze odporng na kwas winowy.

Odczynniki
Roztwor fosforanu naftolu AS-BI (nr kat. 3871-10ML)
Roztwor fosforanu naftolu AS-BI, 12,5 mg/ml

Zasadowy roztwor soli diazoniowej Fast Garnet GBC (nr kat. 3872-10ML)

Granat szybki, zasada GBC, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, w kwasie solnym o stezeniu 0,4 mol/| ze
stabilizatorem. Niebezpieczenstwo. Dziata szkodliwie po potknieciu. Powoduje powazne oparzenia
skory oraz uszkodzenia oczu. Moze powodowac alergiczng reakcje skorng. Moze powodowac raka.
Roztwor octanu (nr kat. 3863-50ML)

Bufor octanowy, 2,5 mol/I, pH 5,2 £0,1

Roztwor winianu (nr kat. 3873-10ML)

Bufor L(+)-winianowy, 0,335 mol/l, pH 4,9 +0,1. Ostrzezenie. Powoduje tagodne podraznienie skory.
Roztwor azotynu sodu (nr kat. 914-10ML)
Azotyn sodu, 0,1 mol/I

Roztwor cytrynianu (nr kat. 915-50ML)

Kwas cytrynowy 18 mmol/l, cytrynian sodu 9 mmol/I, chlorek sodu 12 mmol/I i $Srodek
powierzchniowo czynny, pH 3,6 +0,1

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

Hematoksylina, certyfikowana, 6,0 g/I, C.I. 75290 jodan sodu, 0,6 g/l, siarczan glinu, 52,8 g/l i
stabilizatory. Niebezpieczenstwo. Dziata szkodliwie po potknieciu. Powoduje powazne uszkodzenie
oczu. Stosowac rekawice ochronne/ochrone oczu/ochrone twarzy.

Specjalne wymagane materiaty niedotaczone do zestawu
e Aceton, odczynnik ACS

e Formaldehyd 37%

Przechowywanie i stabilnos¢

Przechowywac roztwor hematoksyliny w temperaturze pokojowej (18-26°C). Chroni¢ przed
Swiattem. Na etykietach odczynnikéw znajduje sie termin waznosci.

Roztwor fosforanu naftolu AS-BI, zasadowy roztwor soli Fast Garnet GBC, roztwdr octanu, roztwor
winianu, roztwdr azotynu sodu i roztwor cytrynianu nalezy przechowywac w temperaturze 2-8°C.

Przechowywac roztwor utrwalajacy w lodéwce (2-8°C). Przed uzyciem podgrzac¢ do temperatury
18-26°C. Zachowuje trwatos¢ do 2 miesiecy pod warunkiem przechowywania szczelnie
zamknietego w lodéwce. W przypadku zauwazenia parowania nalezy wylac¢ roztwdr utrwalajacy i
przygotowac $wiezy.

Pogorszenie jakosci

Roztwér fosforanu naftolu AS-BI i roztwér winianu nalezy wyrzuci¢, jesli wystapi zmetnienie.
Roztwér cytrynianu nadaje sie do stosowania w przypadku braku wzrostu mikroorganizméw.

Roztw6r hematoksyliny nalezy wyla¢, jesli zmieni barwe na brazowg (nadmierne utlenienie na
skutek kontaktu z powietrzem) lub fioletowg (utrata kwasowosci).

Przygotowanie
Dostarczane odczynniki sa gotowe do uzycia.

Przygotowac roztwor utrwalajacy, mieszajac 25 ml roztworu cytrynianu, 65 ml acetonu i 8 ml 37%
formaldehydu. Umiesci¢ w szklanej butelce i szczelnie zamknagc.

Srodki ostroznosci

Wyroby te sa przeznaczone do uzytku w diagnostyce in vitro w warunkach laboratorium klinicznego.
Niniejsze wyroby do diagnostyki in vitro sa przeznaczone do uzytku profesjonalnego i powinny by¢
stosowane wytacznie przez wykwalifikowany personel. Wyroby do diagnostyki in vitro firmy Sigma-
Aldrich moga by¢ stosowane wytacznie przez personel laboratorium przeszkolony w zakresie obrobki
potencjalnie zakaznych probek pochodzenia ludzkiego oraz w zakresie korzystania z mikroskopow

i innego sprzetu laboratoryjnego, a takze personel posiadajacy zdolno$¢ do rozrdzniania koloréw i
ostros¢ wzroku niezbedna do rozpoznawania barw i innych obiektéw pod mikroskopem.

Nalezy przestrzegac standardowych $rodkdw ostroznosci zalecanych w przypadku korzystania z
odczynnikéw laboratoryjnych. Odpady nalezy utylizowac zgodnie ze wszystkimi przepisami prawa
miejscowego, stanowego, wojewddzkiego i krajowego.

Procedura

Pobieranie prébek

Zadna ze znanych metod testowych nie daje catkowitej pewnosci, ze prébki krwi lub tkanki nie
przeniosg zakazenia. W zwigzku z tym wszystkie pochodne prébek krwi lub tkanek nalezy uznawac
za potencjalne zrodto zakazenia.

Mozna stosowa¢ rozmazy krwi, rozmazy szpiku kostnego, preparaty odciskowe tkanek oraz
preparaty uzyskane metoda cytowiréwki. EDTA lub heparyna stuza jako $rodki przeciwzakrzepowe.
Rozmazy krwi lub szpiku kostnego mozna przechowywac utrwalone w temperaturze pokojowej
(18-26°C) przez kilka tygodni lub nieutrwalone przez kilka dni bez zauwazalnej zmiany aktywnosci®.
Nie nalezy wysyta¢ krwi petnej do badan w innych laboratoriach. Nalezy wysyta¢ szkietka utrwalone
lub nieutrwalone. Podczas transportu szkietka nalezy przechowywa¢ w chtodnym miejscu.
Pozostawi¢ rozmazy do wyschniecia na co najmniej 1 godzine przed utrwaleniem.

Uwagi

Skuteczno$¢ testu mozna monitorowaé poprzez badanie rozmazéw krwi pobranych od osoby zdrowej.

Procedura

1. Wode dejonizowana w ilosci potrzebnej na caty dzien nalezy podgrzac¢ do temperatury 37°C.
Przed uzyciem sprawdzi¢ temperature.

2. Doprowadzi¢ roztwor utrwalajacy do temperatury pokojowej (18-26°C). Utrwali¢ szkietka,
zanurzajac je w roztworze utrwalajgcym na 30 sekund. Dokfadnie wyptuka¢ w wodzie
dejonizowanej: nie dopusci¢ do wyschniecia szkietek.

3. Do kazdej z dwdch probéwek dodaé po 0,5 ml zasadowego roztworu soli diazoniowej Fast
Garnet GBC i 0,5 ml roztworu azotynu sodu. Mieszac przez 30 sekund, delikatnie odwracajac.
Odstawic¢ na 2 minuty.

4. Oznaczy¢ dwie zlewki o pojemnosci 100 ml literami A i B i, mieszajac, dodac nastepujace sktadniki:

Zlewka A Zlewka B
Woda dejonizowana podgrzana do 37°C 45 ml 45 ml
Roztwor soli diazowej Fast Garnet GBC (krok 3) 1,0 ml 1,0 ml
Roztwor fosforanu naftolu AS-BI 0,5 ml 0,5 ml
Roztwor octanu 2,0 ml 2,0 ml
Roztwor winianu _ 1,0 ml

5. Oznaczy¢ stoiki Coplina literami A i B, a nastepnie przenies¢ roztwory ze zlewek do
odpowiednich stoikéw Coplina. Roztwory w stoikach podgrza¢ w fazni wodnej do temperatury
37°C. Przed dodaniem szkietek nalezy sprawdzi¢, czy temperatura wynosi 37°C.

6. Umiesci¢ szkietka w stoikach Coplina i inkubowa¢ przez 1 godzine w fazni wodnej w
temperaturze 37°C, chroniac od $wiatta.

7. Po 1 godzinie szkietka nalezy dokfadnie wyptuka¢ w wodzie dejonizowanej, a nastepnie
wykona¢ barwienie kontrastowe przez 2 minuty w roztworze hematoksyliny Gill nr 3.

8. Ptukac przez kilka minut w zasadowej wodzie wodociggowej az do uzyskania niebieskich jader.

9. Osuszy¢ na powietrzu i oceni¢ mikroskopowo. Nie zaleca sie nakfadania szkietek
nakrywkowych, poniewaz barwnik z czasem blaknie.

Parametry uzytkowe
Wyniki

Wybarwione rozmazy krwi sg zazwyczaj oceniane subiektywnie pod katem obecnosci lub braku enzymu
odpornego na winian. W przypadku braku kwasu winowego wiekszo$¢ leukocytow wykazuje ziarniste
miejsca aktywnosci. Podczas inkubacji z winianem, w limfocytach i niektorych wyspecjalizowanych
makrofagach mozna sporadycznie zaobserwowac obecnos¢ ziarnistosci®. W rozmazie krwi reakcje
dodatnig stwierdza sie, gdy obecne sg wiecej niz dwie komorki o rozproszonej i intensywnej aktywnosci,
tj. ponad 40 ziarnistosci*. Do oceny wybarwienia aparatu Golgiego, charakterystycznego dla limfocytow T
pochodzacych z grasicy, zaleca sie procedure Sigma-Aldrich nr 181.

Aktywnosc¢ fosfatazy kwasnej przejawia sie obecnoscig fioletowych lub ciemnoczerwonych
ziarnistosci w cytoplazmie wiekszosci leukocytow.

Jesli uzyskane wyniki réznia sie od oczekiwanych, nalezy skontaktowac sie z serwisem technicznym
firmy Sigma-Aldrich w celu uzyskania pomocy.

Charakterystyka wydajnosci analitycznej

Badania w zakresie wydajnosci analitycznej danych testéw przeprowadzone wzgledem wszystkich
struktur docelowych potwierdzaja 100-procentowg czuto$é, swoistos¢ i powtarzalnosc.

Nr Opis produktu Struktura Swoistos$¢ Czutosé Swoistos¢  Czutosé
kat. docelowa w obrebie w obrebie miedzy miedzy
testu testu testami testami

3871 Roztwér fosforanu Miejsca 323 323 323 323

naftolu AS-BI aktywnosci

Zasadowy roztwor L

3872 soli diazoniowej ak':“ijf]fféd 323 323 323 323
Fast Garnet GBC Y

3873 Roztwér winianu akT\i/igi(c:)aéci 3z3 3z3 3z3 3z3
3863 Roztwor octanu akl\tll\ﬁg?\%as’ci 3z3 3z3 3z3 3z3
914  Roztwlr azotynu ke 323 323 323 323
915  Roztwdr cytrynianu akT\i/saf\coaéci 3z3 3z3 3z3 3z3
GHs3 Roztwdr Jadra 323 323 323 323

hematoksyliny No. 3 komorkowe
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Ostrzezenia i zagrozenia

Informacje na temat aktualnych zagrozen i srodkéw ostroznosci mozna znalez¢é w Karcie charakterystyki
substancji oraz na etykiecie produktu.

387A:

H290 Moze powodowac korozje metali.

H302 Dziata szkodliwie po potknigciu.

H314 Powoduje powazne oparzenia skdry oraz uszkodzenia oczu.
H317 Moze powodowac reakcje alergiczng skory.

H350 Moze powodowac raka.

H373 Moze powodowac uszkodzenie narzadow (nerki) poprzez dtugotrwate lub narazenie
powtarzane w przypadku potkniecia.

H402 Dziata szkodliwie na organizmy wodne.

P201 Przed uzyciem zapoznac sie ze specjalnymi srodkami ostroznosci.

P202 Nie uzywac przed zapoznaniem sig i zrozumieniem wszystkich srodkéw bezpieczenistwa.
P234 Przechowywac wytacznie w oryginalnym pojemniku.

P260 Nie wdycha¢ mgty/par.

P264 Dokfadnie umy¢ skdre po uzyciu.

P270 Nie jes¢, nie pi¢ i nie pali¢ podczas uzywania produktu.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy.

P301 + P312 + P330 W PRZYPADKU POLKNIECIA: W przypadku ztego samopoczucia skontaktowac
sie z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem. Wyptukac usta.

P301 + P330 + P331 W PRZYPADKU POLKNIECIA: Wyptukaé usta. NIE wywotywaé wymiotow.

P303 + P361 + P353: W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA (lub z wiosami): Natychmiast zdjaé cata
zanieczyszczong odziez. Sptukaé skére pod strumieniem wody/prysznicem.

P304 + P340 + P310: W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO DROG ODDECHOWYCH: Wyprowadzi¢ lub
wynies¢ poszkodowanego na $wieze powietrze i zapewni¢ mu warunki do swobodnego oddychania.
Natychmiast skontaktowac sie z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.

P305 + P351 + P338 + P310 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptukaé¢ woda
przez kilka minut. Wyjac soczewki }(ontaktowe, jeZeli’sa_i mozna je tatwo usunaé. Nadal ptukac.
Natychmiast skontaktowa¢ sie z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.

P308 + P313 W przypadku narazenia lub stycznosci: Zasiegna¢ porady/zgtosic sie pod opieke lekarza.

P333 + P313 W przypadku wystapienia podraznienia skory lub wysypki: Zasiegnaé porady/zgtosic¢
sie pod opieke lekarza.

P362 + P364 Zanieczyszczong odziez zdjac i wyprac¢ przed ponownym uzyciem.

P390 Zebra¢ wyciek, aby zapobiec szkodom materialnym.

P405 Przechowywac pod zamknieciem.

P406 Przechowywac w pojemniku odpornym na korozje z odporng wktadkg wewnetrzna.

P501 Zawarto$¢/pojemnik usuwac do zatwierdzonego zaktadu utylizacji odpadéw.
Jesli podczas lub w wyniku stosowania tego wyrobu dojdzie do powaznego
incydentu, prosimy o zgtoszenie go do producenta i/lub jego autoryzowanego
przedstawiciela oraz wiasciwych organéw krajowych.
Definicje symboli
Symbole sg zgodne z definicjami pochodzacymi z normy EN ISO 15223-1:2021

Producent Numer katalogowy

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia Kod partii

Autoryzowany przedstawiciel
we Wspdlnocie Europejskiej / na
terenie Unii Europejskiej

Deklaracja zgodnosci w Unii
Europejskiej (zdefiniowana w IVDR
2017/746)

Wyréb medyczny do diagnostyki
in vitro

Termin przydatnosci do uzycia

Przestroga

Data produkcji

,ﬂ’ Zakres dopuszczalnych temperatur
& Importer

Wskazuje autoryzowanego
przedstawiciela w Szwajcarii
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Dane kontaktowe

Zamowienia mozna sktadac¢ za posrednictwem naszej strony internetowej: SigmaAldrich.com. Pomoc
serwisu technicznego mozna uzyskac za posrednictwem karty serwisowej w obrebie naszej strony

internetowej: SigmaAldrich.com/techservice.

Poprzednie wersje

Wer. 3.0 2014

Wer. 4.0 2016

Wer. 5.0 2023

Przeniesiono do nowego szablonu z aktualnymi oznaczeniami marki. Uwzgledniono
informacje o tym, ze wyrdb jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego w
czesciach ,Przeznaczenie” i ,Srodki ostroznoéci”. Wprowadzono stosowne poprawki
w czesci ,Przeznaczenie” w celu uwzglednienia wytycznych IVDR. Zaktualizowano
nazwe ,Karty charakterystyki substancji niebezpiecznej” na ,Karcie charakterystyki
substancji”. Zaktualizowano dane kontaktowe. Usunieto instrukcje dotyczaca
pobierania prébek zgodnie z wytycznymi CLSI. Usunieto norme EN 980 i zmieniono
na EN ISO 15223-1:2021 w czeéci ,Symbole”. Dodano dane kontaktowe na potrzeby
zgtaszania zdarzen niepozadanych. Usunieto numer referencyjny 5. Dodano czes$¢
,Ostrzezenia i zagrozenia”. Dodano informacje o przedstawicielu w Szwajcarii.

Wer. 6.0 2025

Zaktualizowano informacje dotyczace karty charakterystyki substancji. Dodano
informacje o importerze w Szwajcarii.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 % 64271
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+1(314) 771-5765
MDSS CH GmbH Sigma - Aldrich
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Switzerland CH-9470 Buchs

Inicjat ,M” i Sigma-Aldrich sg znakami towarowymi spotki Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy lub jej podmiotow
stowarzyszonych. Wszelkie inne znaki towarowe nalezg do odpowiednich wiascicieli. Szczegdtowe informacje
dotyczace znakdéw towarowych mozna uzyskac z powszechnie dostepnych zrodet.

© 2025 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

MHcTpyKkumm 3a ynotpeba

KoMnnekT 3a NeBKOUuUTHaA Kucena
docdaTaza (TRAP)

Mpouenypa N° 387

C€ SiGMa

MpepHasHauyeHune

KoMnnekTuTe 3a kucena docdatasa Sigma-Aldrich ca npegHasHaueHn 3a XUCTONOMUYHO OLBETABaHE
3a oblua nabopaTopHa ynotpeba. PeareHTuTe 3a kucena docdarasa ca npeaHasHayeHn caMmo

3a npodecunoHanHa ,in vitro anarHocTnyHa ynorpeba®™. Tas3u pbyHa KayecTBeHa XMCTOXMMUYHA
npoueaypa AEMOHCTPUPa aKTMBHOCT Ha kucena docdaTtasa B NEBKOLMTH OT NpenapaTi OT YoBellKa
KPbB, KOCTEH MO3bK M TbKaHHM OTne4YaTbum. XuctonormyHata BU3yanunsaums Ha Kucenarta
docdaTasa, cBbp3aHa C 1EBKOLNUTU, € YHWUKA/IHA TEXHUKA, KOSTO MOHACTOosLIEM ce U3Mon3Ba
LUIMPOKO B MeAMLMHaTa.

M3nonsBaHeTo Ha 3amecTeHn HadTonoBu AS dochaTi 3aeHO C J1a30HMEBU COM 3a OTKPUBaHE

Ha kucena docdaTtasa B YOBELIKM NEBKOLMTU € A0KNaABaHO 3a Nbpsu NbT oT Goldberg n Barka.!
MpoueaypaTta Ha Sigma-Aldrich 3a aemMoHCTpupaHe Ha TOo3K eH3uM nsnonssa HadTon AS-BI docdar
1 NpsICHO AnasoTupaHa 6bp3a rpaHaToBa GBC con. MocneaHoTo cbeanHeHne e usbpaHo, 3aLioTo ce
CBbp3Ba 6bP30 NPU KMUCENMHHO pH, 06pa3yBaiikiu CUIHO HEPa3TBOPUMY GarpusHK OTnaraHus.

MoBeueTo NpoLeaypu, BKAOYUTENHO Ta3un, NpeaocTaBsHa oT Sigma-Aldrich, nsnonssat crabuntm
ZnasoHneBu conu. Te ce obpasyBaT Ype3 peakuusi Ha apunaMnH C HaTPUEB HUTPUT B KUCENUHHA
cpena.? MonyyeHUsT AnasoHueB xaopus (06UKHOBEHO HecTabuneH) Moxe cnej ToBa Aa 6bae
TPETUPaH CbC CbeIMHEHNS KaTO LIMHKOB X110puj, UMHKOB cyndat unm HadbTanen-1,6-ancyndonar,
obpasyBaiikn ctabunHm conu. Tesn cTabunmsaTopn mMoraT ja okaxaTt 3HauuTeNnHo NHxnbupaxe

Ha HSIKOW eH3MMHU CUCTeMU, A0KaTO ANa3OHUEBUTE XJI0PUAM ca no-cnabo uHxmbupalun.2 Mopaan
Ta3u npuymHa Sigma-Aldrich Beue npeanara ctabuneH pasTBop Ha 6bp3a rpaHaTtoBa GBC 6a3a u
HaTp1eB HUTPUT 3a LMTOXMMUS C Kucena docdarasa. 3a JOMbJHUTENHO ONPOCTsiBaHe Ha TO3U MeToA
e BKJIIOYeH 1 cTabuneH BoaeH pasTeop Ha HadTon AS-Bl docdaT. Hannumneto Ha Te3n ctabunHu
pa3TBOPU NO3BONABA Ha noTpebutenuTe Aa perynvpar paboTHUTe 06eMn Ha peareHTUTe criopes
HYXAUTE, eNVMUHUPaNKK n3nuwHaTa ynotpeba.

CbrnacHo npoueaypata Ha Sigma-Aldrich KpbBHUTE TbHKM CnoeBe ce UHKYBupaT B pasTeop,
cbabpxal HadTon AS-BI docchopHa KnucenmHa u nNpsicHo AnasoTupaHa 6bp3a rpaHaTosa GBC.
[lybnupannTe ThHKK CNoeBe MOXe Ja 6bAaT TpeTupaHu C pasTBop, cbabpxaly L(+)-TapTpar.
HadTon AS-BI, ocBo60A€EH Ype3 eH3UMHa XMAPONM3a, ce CBbp3Ba He3abaBHO ¢ 6bp3a rpaHaToBa
GBC, dopMupalikm pasTBOPMMM OTNaraHUs Ha KecTeHsBO 6arpuno B Mecrtata Ha akTUBHOCT.
KI'IeTKVITe, CbAbpXaly Kucena d)OCd)aTa:ia, YyBCTBUTE/NIHA KbM TapTapoBa KUCeNWHa, Ca N1leHn
OT aKTUBHOCT. MOHOHYK/eapHUTe KIETKM, ChAbpXalu docdaTasa, ycToiumBa Ha TapTapoBa
KIUCe/MHa, He Ce MOB/INSBAT OT TakoBa TpeTupaHe.

PeareHtn

PasTBop Ha HadTon AS-BI cpocopHa kncenuna (kat. N2 3871-10ML)
HadTton AS-BI ¢occdopHa kucenuna, 12,5 mg/mL

Pa3TBop Ha 6bp3a rpaHaTtoBa GBC 6a3a (kaT. N? 3872-10ML)

Bbp3a rpaHaTtoBa GBC 6asa, 7,0 mg/mL, C.I. 11160, B 0,4 mol/L conHa kucennHa cbc
crabunusatop. OnacHo. BpeaeH npu nornbliaHe. MpuynMHABa TEXKN U3rapsaHUa Ha KoxaTta u
CEPUO3HO yBpeXaaHe Ha oyuTe. Moxe aa NPUYNHWN aneprnyHa KoxHa peakuus. Moxe aa NpUYnHN
pak.

Pa3TBop Ha auerar (kaT. N? 3863-50ML)
AuetaTteH 6ydep, 2,5 mol/L, pH 5,2 £ 0,1

Pa3TtBop Ha TapTtpar (kaT. N2 3873-10ML)
L(+)-TapTpateH 6ydep, 0,335 mol/L, pH 4,9 £ 0,1. Mpeaynpexaexue. Mpeanssuksa cnabo
ZipasHeHe Ha Koxara.

Pa3TBOp Ha HaTpues HUTPUT (kaT. N2 914-10ML)
HaTtpues HuTput, 0,1 mol/L

Pa3TBop Ha umutpar (kaT. N2 915-50ML)
JinmoHeHa kncenuHa, 18 mmol/L, HaTpues uutpat, 9 mmol/L, HaTpues xnopwa, 12 mmol/L n
NOBBPXHOCTHOAKTUBHO BelecTso, pH 3,6 = 0,1

XematokcunuH pasteop no Mxun N2 3 (kat. N2 GHS3-50ML)

XemaTtokcunuH, ceptuduumnpat, 6,0 g/L, C.I. 75290 HaTpues ioaat, 0,6 g/L, anymMuHues cyndar,
52,8 g/L, n ctabunusatopu. OnacHo. BpeaeH npw nornbliaxe. MNpean3BrkBa CEpUO3HO yBpexaaHe
Ha ounTe. W3non3BaiiTe NpeanasHu pbkaByULM/MPeAnas3Hn ounna/npeanasHa Macka 3a nuue.

HeobxoAMMK cneumnanHn MaTepuanmi, KOUTO He ca OCUIypeHu

e AueTtoH, ACS peareHT
o ®opmangexua, 37%

CbxpaHeHue un ctabunHoct

CbxpaHsaBaliTe XeMaTOKCUNUH pa3TBopa Npu craiiHa TemnepaTypa (18 - 26°C). Ma3seTe oT CBETAMHA.
Ha etuketuTe Ha peareHTuTe € NoCco4YeH CPOKbT Ha roaHOCT.

CbxpaHsBaliTe pastBop Ha HadTon AS-BI docdopHa kucenmHa, pasteop Ha 6bp3a rpaHaTtoBa GBC
6a3a, pa3TBOp Ha alLieTaT, pa3TBOP Ha TapTpaT, pa3TBOP Ha HaTPMEB HUTPUT U pPa3TBOP Ha UUTpaT
npu Temnepatypa 2 - 8°C.

CbxpaHsiBaiiTe dukcupalums pasTeop B xnaannHuk (2 - 8°C). 3aTonnete Ao 18 - 26°C npeaun
ynotpe6a. Toii e cTabuneH 4o 2 Mecela, ako Ce CbXpaHsiBa MIbTHO 3aTBOPEH B XMaAUIHUK.
N3xBbpneTe duKcMpallmns pasTeop, ako 3abenexuTe usnapsisaHe, U NpUroTBeTe HOB.

BnowasaHe Ha Ka4yecTBOTO

Pa3TBOp®T Ha HadTon AS-BI dhocdopHa KucennHa, pasTBopbT Ha TapTpaT TpsibBa Aa Ce U3XBLPAST,
aKo ce MosiBU MbTHOCT.

PasTBOPBLT Ha LMTPAT € MOAXOASL 3@ ynoTpe6a npy unca Ha MUKPOGEH pacTex.

XeMaTOKCUNINH pasTBOpLT TPsibBa fla ce U3XBbP/N, ako CTaHe KadsiB (MPEKOMEPHO OKWUC/IEH OT
Bb3AyXa) UNu nunas (3aryba Ha KUCENNHHOCT).

lMoaroTtoBka
PeareHTuTe ce npeaocTaBsT roToBu 3a ynotpeba.

MpuroTeeTe dukcupall pa3TBop, KaTto cMecuTe 25 mL pa3TBop Ha umTpaT, 65 mL aueTtoH 1 8 mL
37% dopmangexuns. MoctaBeTe B CTbKeHa 6yTuAKa U 3aTBOpeTe MIbTHO.

MpeanasHn Mepkun

Te3n IVD ca npeAHa3HayeHu 3a in vitro anarHocTMyHa ynotpeba B kKnMHWMYHa nabopaTopHa cpeaa.
Tesun IVD ca camo 3a npodecroHanHa ynotpeba ot kBanuduumpar nepcoHan. C IVD Ha Sigma-
Aldrich moxe na pabotu nabopaTtopeH nepcoHan, KoiTo e obyyeH aa 6opasu ¢ NOTEHLMANHO
MHbEKLMO3HM YoBellky 06pa3Lm, Aa W3Mnon3sa MMKpPOCKONMU 1 Apyro nabopatopHo o6opyasaHe 1
MMa LiBETOBO Bb3MNpuUsTWe U 3puUTesiHa 0CTPOTa, 3a ia pas/inyasa LiBETOBETE W Apyrk 06ekTn noa
MUKpOCKON.

Mpu 6opaBeHe c nabopaTopHM peareHTV TpsibBa Aa ce cnasBaT 0buyaiiHUTe NpeanasHu MepKy.
M3xBbpAsiiiTe OTNagbLMTe, KaTo CnasBaTe BCUYKW MECTHM, AbPXaBHW, NIOKATHW WA HaLMOHAMHM
pasnopenbu.

Mpoueaypa

B3umaHe Ha npoba

HuKoI n3BecTeH TeCTOB METOA He MOXe Aa rapaHTupa Hanb/IHO, Y€ KPbBHUTE I'Ip06M Wnn TbKaHTa
HAMa Aa npeHecat VIHd)eKLlVIR. Mopaau ToBa BCUYKM KPbBHU MPOU3BOAHM MW TbKaHHM 06pa3u14
Tpn6Ba Aa ce cYyuTaT 3a NoTeHumnasaHo MHd)eKLll/IOBHVI.

MoraT Aa ce u3non3BaT TbHKW C/l0EBE OT KPbB, KOCTEH MO3bK, MpenapaTit OT TbKaHeH oTnevaTbk
N uMToLEHTPOdYXHM npenapatn. KaTo aHTMKoarynaHT we cnyxu unu EDTA, unu xenapuH. TbHKN
cnoese OT KPbB UM KOCTEH MO3bK MOXeE [la Ce CbXpaHaBaT MKCMPaHKU Npu cTaiiHa TemnepaTtypa
(18 - 26°C) B NpoABb/KEHNE HA HAKONKO CeAMULIM UK HEDUKCMPaHW B NPOAL/DKEHNE Ha HAKONKO
Hu 6e3 3abenexunma NpoMsiHa B akTMBHOCTTa.> He u3npallaiiTe Usina KpbB 3a aHann3 B Apyru
na6opaTtopuu. U3npalyaiite dprukcupaHu unn HeduKcMpaHn NpeaMeTHU CTbkna. Mo BpeMe Ha
TpaHcropTMpaHe NpeAMETHUTE CTbka TPsIGBa la Ce CbXpaHsiBaT Ha xnagHo. OcTaBeTe ThbHKUTE
cnoeBe /la U3CbXHAT MoHe 1 yac npeaun dukcmpate.

3abenexkmn

[eiicTBMeTo Ha TecTa Tpsibsa Aa Ce€ MOHUTOPUPa Ype3 BKNIOYBAHE Ha KPbBHW TbHKW CNOEBe,
NPUroTBEHU OT 34pPaBo fnue.

Mpoueaypa

1. 3arpeiiTe npesBapuTeNIHO AOCTAaTbYHO KONMYECTBO e/ ioHM3NpaHa BOAa 3a eJHOHEBHa
ynoTpe6a ao 37°C. MpoBepeTe TemnepaTypaTa npeaun ynotpeba.

2. OcraBeTe duKcMpalums pa3TBOp Aa AOCTUIHE CTaiHa Temnepatypa (18 - 26°C). dukcupaiite
NpeAMeTHWUTE CTbKJIa, KaTo M MOTonuUTe BbB (UKCMpaly pasTBop 3a 30 cekyHAM. M3nnakHeTe
LaTenHo B AelioHM3MpaHa Boa: He no3sonsiBaiiTe Ha NpeAMETHUTE CTbKAA Aa U3CbXHAT.

3. KbM Bcsika 0T 2 TecToBM enpyBeTkn aobaseTte 0,5 mL pasTBop Ha 6bp3a rpaHaToBa GBC
6a3sa v 0,5 mL pa3TBOp Ha HaTpMeEB HUTPUT. Pa3bbpkaiiTe Ypes BHUMATENHO 06pbLLaHe B
npoabmkeHne Ha 30 cekyHan. OcTaBeTe Aa NPecTon 2 MUHYTHU.

4. 0O603HaueTe aBe nabopaTopHu Yawwm ot 100 mL ¢ ,A" u ,B" 1 nobaBeTe cneaHOTO, KaTo

pas6bpkBare:
Jla6opaTtopHa Jla6opatopHa

yawa A vawa B
[JeiioHnsnpanHa Boaa, npeasapuTenHo 45 mL 45 mL
3aTonneHa go 37°C
Pa3TBOp Ha AvasoTupaHa 6bp3a rpaHaToBa 1,0 mL 1,0 mL
GBC (Ctbnika 3)
Pa3TtBOp Ha HadTon AS-Bl docdat 0,5 mL 0,5 mL
Pa3TBOp Ha aueTat 2,0 mL 2,0 mL
Pa3TBop Ha TapTpaT _ 1,0 mL

5. Etuketupaiite 6ypkaHute Ha KonauH c ,A" u ,B" u npexsbpnete pastBopute oT nabopaTopHUTe
yalwm B CbOTBETHUSA bypkaH Ha KonnuH. 3arpeiite pastsopuTe B 6ypkaHu Ao 37°C BbB BoAHA
6aHs. MposepeTe Aanu TemnepaTtypata e 37°C, npean Aa AobaBuTe NpeaMETHU CTbKa.

6. [lobaseTe npeaMeTHWTE CTbka B 6ypkaHu Ha KonanH n uikybupaiite 1 yac BbB BoAHa baHs
npu 37°C, 3alWMTEHN OT CBETNHA.

7. Cnep 1 yac usnnakHeTe NpeaMeTHUTE CTbKa 06UIHO B AelioHM3MpaHa Boaa, cied KOeTo rv
oLBeTETE KOHTPACTHO 3@ 2 MUHYTW B XeMaTOKCUAMH pa3Teop no [xun N2 3.

8. U3nnakHeTe B NpOoAb/DKEHME HA HAKOJIKO MUHYTU C anKkasHa YewMsaHa BOAa 3a NOCUHABAHE Ha
aapata.

9. I/I3cqueTe Ha Bb34yX U oUueHeTe MUKPOCKOMNCKU. He ce npenopbyBa NOKpuUBaHe C NOKPUBHO
CTbKN0, Tl KaTo 6arpunoTo n3bneaHsBa C BpEMETO.

Pa60THM XapaKTepUCTUKKN

Pesyntatn

OuBeTeHNUTe KPbBHN TbHKM CloeBe 06UMKHOBEHO Ce OLieHsiBaT Cy6eKTUBHO 3a Hanuuve uim
OTCbCTBME Ha TapTpaT-pe3nCTeHTeH eH3uM. [pyu nunca Ha TapTapoBa KuUcesHa noBeyeTo
NIEeBKOLMTW AE€MOHCTPMPAT rpaHyIMpaHn Mecta Ha akTUBHOCT. lpu nHkybupaHe c TapTpart B
NMMbOUMUTUTE M HAKOM cneumannsanpandn Makpodaryu Moxe aa ce HabnioaasaT OTAENHU rpaHynun.

B KPBbBHW HAaTPUBKU NONOXUTENHA peakuusa ce 0603HayaBa C Ha/IMYMeTo Ha noBeve oT ABE KNEeTKn

C Andy3Ha N NHTEH3MBHA aKTUBHOCT, T.e. noseye oT 40 rpaHy/in.* 3a oLeHKa Ha OLBETSIBAaHETO Ha
anapata Ha Fonaxu, XapakTepHo 3a IMMAOLUTUTE, NOoNyYeHU OT TUMyca (T-KIeTkun), ce Mpenopbysa
npoueaypa Ha Sigma-Aldrich N2 181.

AKTUBHOCTTa Ha kucenata docdartasa ce nposiBsBa KaTo NyprypHU 0 TbMHOYEPBEHWN IPaHyNu B
uuTonnasmarta Ha NoBeYeTo NIEBKOLMUTH.

AKO HabniofaBaHuTe pesynTaTv ce pas3nnyasaT OT O4aKBaHWTE, MONIS, CBbPXETe ce C oTaena no
TexHn4yecko obcnyxsBaHe Ha Sigma-Aldrich 3a cbaeiicTeue.
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XapaKTepucTUKM Ha aHaJIMTUYHOTO Aencreue ﬂedmum.mn Ha cMMBoOJIUTE

Pe3ynTatuTe 3a aHaNMTUYHOTO AENCTBME 3@ JaZleHUTe TECTOBE, NPOBEAEHU BbPXY BCUYKK LIeNeBn CuMBONK, KakTo ca AedbuHupanu B EN ISO 15223-1:2021
CTPYKTYpM, notebpxaasaT 100% 4yBCTBUTENHOCT, CNeumdUYHOCT U NOBTOPSIEMOCT.

N Mpowussoguten KaTtanoxeH Homep

Kar. OnucaHue Ha Uen Cneum- YyectBu- Cneunduy- YyscTBu-
Ne npoaykra (UYHOCT B TEJIHOCT B HOCT M@XAy  TenHoCT [@ BuxTe MHCTPYKUuWTE 3a ynoTpeba Ko Ha naptuaa
paMKMTE Ha paMKWUTE Ha aHanusuTe Mexay
aHanusa AaHanusa AHanusurte YNbHOMOLLEH NpeacTaBuTen [eknapauus 3a CboTBETCTBUE
PasTBOp Ha HadTON Mecra Ha I EC IREPl B EBponeiickaTa o6wHoCT/ c E Ha EBponeiickus cbio3
3871 AS-BI docopHa 5 o 30713 3073 3o0t3 3073 EBponeiicknsa Cbio3 (medvHnpaHa B IVDR 2017/746)
K1cenmHa
Pa3TBop Ha 6bp3a MecTa Ha aTa Ha CDOK Ha FOAHOCT MeaunumHCKo usgenue 3a in vitro
3872 rpaHatoBa GBC 6a3a aKTUBHOCT 3ot3 3or3 3om3 3or3 g A P A AnarHocTmka
MecTta Ha
3873 Pa3tsBop Ha TapTpaT AKTVBHOCT 3013 3013 3or3 3013 ,H’ TemnepaTypHa rpaHuua BHumaHune
Mecra Ha [laTa Ha NpoW3BOACTBO BrocuTen
3863 Pa3TBOp Ha auetaTt AKTUBHOCT 3073 3073 3073 3073 M
Pa3TBOp Ha HaTpueB MecTa Ha YKa3Ba ymb/HOMOLEHNS
914 3o0r3 3o0T3 3073 3013
HUTPpUT aKTUBHOCT npeactasuten B LLBeiuapus
MecTta Ha
915 Pa3TBOp Ha uuTpaTt AKTUBHOCT 3o0T3 3o0T3 3013 3073 P
XeMaToKCUnH edDEPEHLIMVI
GHS3 pa3TBop no Ixun Anpa 3073 3073 3073 3073 1. Goldberg AF, Barka T: Acid phosphatase activity in human blood cells. Nature 189:297 1962
Ne 3 2. Burstone MS: In Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic
Mpeaynpe>AeHns 1 onacHOCTH Press, New York, 1962, pp 86-113 . . ,
3. Janckila A, Li CY, et al: The Cytochemistry of the Tartrate-Resistant Acid Phosphatase - Technical
HanpageTe crnpaBka ¢ MHPOPMALIMOHHWS NINCT 3a 6e30MacHOCT U eTUKETUPAHETO Ha NpoaykTa 3a considerations. Am J Clin Pathol 70:45, 1978

aKTyanusnpaxa uH(HOPMALIMA 3a PUCK, ONACHOCT Nk GesonacHocT. 4. Sun T: Atlas of Cytochemistry and Immunochemistry of Hematologic Neoplasms. American Society

387A: of Clinical Pathologists Press, Chicago, 1985, pp 28, 119

UHdopMaumna 3a KOHTaKT

3a fa HanpaBWTe nopbyka, MoNsi, noceTeTe Halwus yebcalT Ha aagpec SigmaAldrich.com. 3a TexHU4Yecko
o6cnyxBaHe, MOJIsi, MoceTeTe CTpaHuLaTa 3a TEXHUYECKo 06C/y)XBaHe Ha Halwus ye6caiT Ha aapec
* SigmaAldrich.com/techservice.

XpoHosiorus Ha pegakuuure
H290 Moxe fa 6bAe KOpO3UBHO 3a MeTanuTe.

Pea. 3.0 2014 r.
H302 BpeaHo npu nornbluaHe.

Pen. 4.0 2016 .
H314 MpuunHaBa TEXKN U3rapsHUs Ha KoXaTa U CEPUO3HO yBPEXAaHe Ha ouute.

Pea. 5.0 2023 .

H317 Moxe Aa NpUYMHM anepruyHa KoxHa peakums.
MpexBbpnieHo Ha HOB LWaB/IOH C Tekylo 6paHanpaHe. MocoyeHo 3a npodecroHanHa

H350 Moxe aa npuynHM pak. ynotpeba npu npeaHasHaveHne u npeanasHu Mepku. PeaakTupaHa npeaBuaeHa
ynotpeba, 3a Aa ce npuBeae B CbOTBETCTBME C HacokuTe 3a IVDR. AkTyanusupaH

H373 Moxe Aa NMpUUMHM yBpeXaaHe Ha opraHuTe (6b6peunTe) Npu NPOABL/KUTEHA UM NOBTapsilla MH(bOPMALIMOHEH INCT 3@ 6E30MACHOCT Ha MaTEPUANUTE KbM UH(OPMALIMOHHUS TUCT

Ce eKcnosnumns npu nornvilaxe. 3a 6e30nacHoCT. AKTyanusnpaHa nHhopMaums 3a KOHTaKT. MpeMaxHaTta MHCTPYKUus

3a cneaBaHe Ha CLSI 3a B3eMaHe Ha obpasuu. MpemaxHat EN 980 v npoMeHeH Ha EN
ISO 15223-1:2021 3a cumMBonun. [ljobaBeHa MHGPOPMALIMS 3a KOHTAKT NpU HEXEeNaHn

P201 Mpeawn ynoTpe6a ce cHabaeTe CbC Crieumantu MHCTPYKLMK, cbbutUs. NMpemaxHat e pedepeHTeH HoMep 5. [Jo6aBeHW nNpeaynpexaeHus 1 onacHoCTy.
[obaseHa nHdopmauums 3a CH-REP.

H402 BpenHo 3a BOAHUTE OpPraHu3Mu.

P202 He n3nonsgaiite, npean Aa cTe npoyeny n pasbpanu BCMUKKM NpeanasHu Mepku 3a 6e3onacHoCT.
Pen. 6.0 2025r.

P234 [la ce cbxpaHsBa caMO B OPUrMHANHUA KOHTEAHED.

AkTyanusvpara nHdopmaumsa 3a SDS. [lobaseHa nHdopmaumns 3a BHocutens 3a CH.
P260 He BauwwBaiiTe AUM NN U3NapeHUs.

P264 [la ce usMmne KoxaTa ctapaTenHo cnef ynorpeba.
P270 [a He ce s4e, n1Me uav nywu npu ynotpeba Ha nNpoaykTa.

P280 M3non3BaiiTe npeanasHu pbkasuumM/npeanasHo obnekno/npeanasHn ounna/npeanasHa mMacka
3a inue.

P280 M3non3BaiiTe npeanasHu pbkaBuum, NpeanasHo o6ekso, NpeAnasHi ounna v npeanasHa
Macka 3a iuue.

P301 + P312 + P330 MPW NOMTbLUAHE: Mpwu Hepa3nonoxeHue ce obaaete B LLEHTHP MO
TOKCUKOJIOrUA/Ha nekap. M3nnakHeTe ycraTa.

P301 + P330 + P331 MPW NOIMTbLUAHE: U3nnakHeTe ycTaTa. HE npean3BuKBaiiTe NoBpbluaHe.

P303 + P361 + P353 MPW KOHTAKT C KOXATA (nnu kocaTa): HesabaBHo cBaneTte LusnoTo
3ambpceHo obnekno. O6neiiTe KoxaTta C BoAa/B3eMeTe AyLl.

P304 + P340 + P310 MNPV BAULIBAHE: M3BeaeTe MMLETO Ha YACT Bb3AYX M FO NMoCTaBeTe B
no3uuus, ynecHsisalla avwaHeTo. HesabaBHo ce obasaete B LEHTBP MO TOKCUKOJIOMMUA/Ha nekap.

P305 + P351 + P338 + P310 NPW KOHTAKT C OYUTE: MpoMuBaiTe BHMMATENHO C BOAa B
NPOAB/KEHNE Ha HSIKOSIKO MUHYTW. CBasieTe KOHTaKTHUTE Jieln, ako MMa Takuea U 0KOIKOTO ToBa
e Bb3MOXHO. Mpoab/ixeTe ¢ usnnakeaHeTo. HesabasHo ce obaseTe B LIEHTBP MO TOKCUKOIOMns/
Ha nekap.

P308 + P313 Mpu siBHa unu npeanonaraemMa ekcrnosnums: Morbpcete MEAULIMHCKU CbBET/MOMOLY,.

P333+ P313 Mpwu nosiBa Ha KOXHO Apa3HeHe uin 06puB Ha KoxaTa: MoTbpceTe MeAUUMHCKU CbBET/
nomoty.

P362 + P364 CBaneTe 3aMbpCceHOTO 06NEKNIO M FO U3nepeTe Npeaun NosTopHa ynotpeba

. Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
P390 MonuitTe pa3naToTo, 3a Aa Ce NpeAoTBPaTAT MaTepuasHu Bpeau. 3050 Spruce Street E Schiffgraben 41 64271
/

P405 [la ce CbXpaHsiBa Mo, KoY. St. Loy_is, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany
P406 [la ce CbxpaHsaBa B YCTOMYMB Ha KOPO3USA KOHTEWHep C yCToiuynBa BbTpellHa 06nuuoBKa. Darmstadt, Germany

+1(314) 771-5765
P501 CbabpXaHMeTo/CbAbT Aa Ce U3XBbPN B 0A06PEHO NpeanpusTUE 3a U3XBbPISIHE Ha OTNagbLM.

MDSS CH GmbH Sigma - Aldrich
AKO 1O BpeMe Ha M3Non3BaHe UM B pe3ysiTaT Ha ynoTpe6a Ha ToBa uspgenue Laurenzenvorstadt 61 Chemie GmbH
P pesy _,y P A 5000 Aarau IndustriestraBe 25
Bb3HUKHE CEpNO3eH MHUMAEHT, MONsI, AOKNAaABaliTe Ha NPON3BOANTENS N/ VAN Ha

Switzerland CH-9470 Buchs
HEroB yNMbJ/IHOMOLEH NpeacTaBUTesl, KaKTO M Ha CbOTBETHUSA HaLWOHaJIeH OpraH.

Initial M 1 Sigma-Aldrich ca Tbproscku mapku Ha Merck KGaA, Darmstadt, FepmMaHus unv cBbp3aHuTe ApyxecTsa
Ha KoMnaHusTa. Bcuuku Apyrv TbproBcku Mapkum ca npuTexaHue Ha CboTBETHUTE UM cobcTBeHMUM. MoapobHa
MHGOPMaLMs 3a TBProBCKUTE Mapku @ HannyHa Ypes ny6aIMYHO AOCTBMHU pecypcu.

© 2025 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.

LietoSanas pamaciba

Leukocyte Acid Phosphatase
(TRAP) Kit

Procedura Nr. 387

[vo] Cé€

Paredzetais lietojums

Sigma-Aldrich Acid Phosphatase Kits ir paredzéti visparéjai lietosanai laboratorija, lai veiktu
histologisko iekrasosanu. Acid Phosphatase reagenti ir paredzéti tikai profesionalai “in vitro
diagnostikai”. Si manuala, kvalitativa, histokimiska procedira parada skabes fosfatazes aktivitati
cilvéku asinu, kaulu smadzenu un audu preparatu leikocitos. Ar leikocitiem saistita skabes
fosfatazes histologiska vizualizacija ir unikals panémiens, ko paslaik izmanto medicina.

Aizstato naftola AS fosfatu izmanto$ana kopa ar diazonija saliem, lai noteiktu skabes fosfatazi
cilvéka leikocitos, pirmo reizi tika minéta Goldberg un Barka publikacijal. Sigma-Aldrich procedira
$3 enzima noteikSanai izmanto naftola AS-BI fosfatu un Fast Garnet GBC sali, kam nupat veikta
diazotizacija. Pédé&jais noraditais savienojums tika izvéléts, jo tas atri piesaistas skabes limena pH
apstaklos, veidojot ipasi slikti Skistosu krasas uzkrasanos.

Vairuma proceduru, tostarp Sigma-Aldrich procedlra, izmanto stabilus diazonija sajus. Tie veidojas,
arilaminam reagg&jot natrija nitratu skabes vidé?. Tad ieglto diazonija hloridu (parasti nestabilu) var
apstradat ar tadiem savienojumiem ka cinka hlorids, cinka sulfats vai naftaléna-1,6-disulfonats,
iegUstot stabilus sa|us. Siem stabilizatoriem var bit izteikta dazu enzimu sistému inhibicija, bet
diazonija hloridiem & ipaiba ir mazak izteikta2. $a iemesla dé| Sigma-Aldrich metodé tagad
nodros$ina stabilu Fast Garnet GBC bazes un natrija nitrita Skidumu skabes fosfatazes citokimijas
izmekl&jumu veikSanai. Lai vél vairak vienkarsotu So metodi, ir ieklauts ar stabils naftola AS-BI
fosfata Gdens $kidums. So stabilo $kidumu pieejamiba lauj lietotajiem pielagot darba reagenta
daudzumu atbilstosi vajadzibam, novérsot nelietderigu izmantosanu.

Saskana ar Sigma-Aldrich procediru asins plévites tiek inkub&tas $kiduma, kas satur naftola

AS-BI fosforskabi un Fast Garnet GBC, kam nupat veikta deazotizacija. Divkarsas plévites var
apstradat ar skidumu, kas satur L(+)-tartratu. Naftols AS-BI, kas izdalas enzimu hidrolizes
rezultatd, nekavéjoties piesaistas Fast Garnet GBC, veidojot Skistosu bransarkanu krasas
nosédumu aktivitates zonas. Stnas, kas satur pret vinskabi jutigu skabes fosfatazi, nav aktivas. Sis
monokodola $tinas, kas satur pret vinskabi rezistentu fosfatazi, $ada apstrade neietekmé.

Reagenti

Naphthol AS-BI Phosphoric Acid Solution (kat. Nr. 3871-10ML)
Naphthol AS-BI Phosphoric Acid, 12,5 mg/ml

Fast Garnet GBC Base Solution (kat. Nr. 3872-10ML)

Fast Garnet GBC baze, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, 0,4 mol/| salsskabé ar stabilizatoru. Bistami! Kaitigs,
ja norij. Izraisa smagus adas apdegumus un acu bojajumus. Var izraisit alergisku adas reakciju. Var
izraisit vézi.

Acetate Solution (kat. Nr. 3863-50ML)

Acetata buferis, 2,5 mol/l, pH 5,2 £ 0,1

Tartrate Solution (kat. Nr. 3873-10ML)

L(+)-tartrata buferis, 0,335 mol/l, pH 4,9 £ 0,1. Bridindjums! Izraisa vieglu adas kairinajumu.
Sodium Nitrite Solution (kat. Nr. 914-10ML)

Natrija nitrits, 0,1 mol/I

Citrate Solution (kat. Nr. 915-50ML)

Citronskabe, 18 mmol/l, natrija citrats, 9 mmol/I, natrija hlorids, 12 mmol/I, un surfaktants, pH 3,6
+0,1

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

Hematoksilins, sertificéts, 6,0 g/I, C.I. 75290, natrija jodats, 0,6 g/I, aluminija sulfats, 52,8 g/I, un
stabilizatori. Bistami! Kaitigs, ja norij. Izraisa nopietnus acu bojajumus. Izmantot aizsargcimdus /
acu aizsargus / sejas aizsargus.

Specialie nepiecieSamie, bet komplekta neieklautie materiali

e Acetone, ACS Reagent
e Formaldehids, 37 %

Uzglabasana un stabilitate

Uzglabajiet Hematoxylin Solution istabas temperatiira (18-26 °C). Sargat no gaismas. Deriguma
termins ir noradits reagenta mark&juma.

Uzglabajiet Naphthol AS-BI Phosphoric Acid Solution, Fast Garnet GBC Base Solution, Acetate
Solution, Tartrate Solution, Sodium Nitrite Solution un Citrate Solution 2-8 °C temperatara.

Uzglabajiet Fixative Solution ledusskapi (2-8 °C). Pirms lietoSanas sasildiet lidz 18-26 °C. Stabils
lidz 2 ménesiem, ja uzglaba ciesi noslégtu ledusskapi. Izmetiet Fixative Solution, ja tiek konstatéta
iztvaikosana, sagatavojiet jaunu.

Stavokla pasliktinasanas

Naphthol AS-BI Phosphoric Acid Solution, Tartrate Solution jaizmet, ja tie k|tst dulkaini.

Citrata Skidums ir piemérots lieto$anai, ja nav redzamas mikrobidlas augsanas pazimes.
Hematoxylin Solution jaizmet, ja Skidums k|Tst briins (parak oksidé&jies gaisa) vai purpursarkans
(skabuma zudums).

Sagatavosana
Readenti tiek nodrosinati gatavi lietosanai.

Sagatavojiet fiksésanas Skidumu, sajaucot 25 ml citrata Skidums, 65 ml acetona un 8 ml 37 %
formaldehida. Ievietojiet stikla pudelé un ciesi noslédziet.

Piesardzibas pasakumi

Sis IVD ir paredzéts lietot in vitro diagnostikai kliniskas laboratorijas vidé. Sis IVD ir paredzétas
profesionalai lietosanai un tikai kvalificétam personalam. Sigma-Aldrich IVD drikst lietot
laboratorijas darbinieki, kas apmaciti rikoties ar varbatgji infekcioziem cilvéku paraugiem, lietot
mikroskopus un citu laboratorijas aprikojumu, un kuriem ir atbilstosa krasu uztvere un redzes
asums, lai spétu atskirt krasas un citus objektus mikroskopa.

Rikojoties ar laboratorijas reagentiem, ir jaievéro standarta piesardzibas pasakumi. Utiliz&jiet
atkritumus saskana ar viet&jiem, Stata, provinces vai valsts noteikumiem.

Procediira

Paraugu nemsana

Nav zinama neviena metode, kas sniegtu pilnigu parliecibu, ka ar asins paraugiem vai audiem
netiks parnestas infekcijas. Tapéc visus asins produktus vai audu paraugus jauzskata par potenciali
infekcioziem.

Var izmantot asinis, kaulu smadzenu plévites, audu preparatus un citocentrifligas preparatus. EDTA
vai heparins bis antikoagulanti. Asins vai kaulu smadzenu plévites var uzglabat fiksétas istabas
temperatlra (18-26 °C) vairdkas nedélas vai nefiksétas vairakas dienas, ievérojami nemainoties
to aktivitatei®.Nesdtiet pilnasinis testésanai citas laboratorijas. Satiet fiksétus vai nefiksétus
priekSmetstiklinus. Parvadasanas laika priekSmetstikliniem jaatrodas vésuma. Pirms fiksacijas
Jaujiet plévitém nozat vismaz 1 stundu.

Piezimes

Testa veiktspé&ju var uzraudzit, ieklaujot asins plévites, kas sagatavotas, izmantojot veselu personu
paraugus.

Procedira

1. Ieprieks uzsildiet dienai nepieciesamo dejonizéta Gdens daudzumu lidz 37 °C. Pirms lietoSanas
parbaudiet temperatdru.

2. Laujiet fikséSanas $kidumam sasilt lidz istabas temperat@rai (18-26 °C). Fikséjiet, iegremdg&jot
fikséSanas skiduma uz 30 sekundém. Rpigi noskalojiet ar dejonizétu Gdeni. Nelaujiet
priekSmetstikliniem noZzat.

3. Katra no 2 testa stobriniem iepildiet 0,5 ml Fast Garnet GBC Base Solution un 0,5 ml Sodium
Nitrite Solution. Sajauciet, viegli apvérsot 30 sekundes. Laujiet nostavéties 2 mindtes.

4. Markéjiet divas 100 ml varglazes A un B un pievienojiet talak noradito sajauksanas laika.

Varglaze A Varglaze B

Dejonizéts Tdens, kas ieprieks sasildits lidz 45 ml 45 ml
37 °C

Fast Garnet GBC Solution, kam veikta 1,0 ml 1,0 ml
deazotizacija (3. darbiba)

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. Marké&jiet Koplina traukus A un B parnesiet Skidumus no varglazém uz atbilstoSu Koplina
traukus. Sasildiet skidumus traukos lidz 37 °C, izmantojot silta Gdens vanninu. Pirms
priekSmetstiklinu pievieno$anas parliecinieties, ka temperatira ir 37 °C.

6. Ievietojiet priekSmetstiklinus Koplina traukos un inkubéjiet 1 stundu 37 °C Gdens vanning,
sargajot no gaismas.

7. Péc 1 stundas ripigi noskalojiet priekSmetstiklinus dejonizéta tdeni, tad veiciet kontrastéjosu
iekrasosanu 2 mindtes Hematoxylin Solution, Gill No. 3.

8. Skalojiet vairakas minttes sarmaina krana tdent lidz ziliem kodoliem.

9. NoZavéjiet gaisa un novértéjiet ar mikroskopu. Segstiklinu izmantosana nav ieteicama, jo laika
gaita krasviela izbalé.

Veiktspéjas raksturlielumi

Rezultati

Iekrasotas asins plévites parasti novérté subjektivi, lai noteiktu iesp&jamo pret tartratu rezistento
enzimu. Ja nav vinskabes, vairumam leikocitu ir granularas aktivitates zonas. Inkubg&jot ar tartratu,
limfocitos dazkart var novérot kadu granulu un dazus specializétus makrofagus®. Asins uztriepes

ar pozitivu reakciju atklaj vismaz divas $tnas ar difiizu un intensivu aktivitati, proti, vairdk neka
40 granulam®. Lai novértétu Golgi iekrasosanos, kas raksturiga no timusa iegatiem limfocitiem

(T $Unas), ieteicams izmanto Sigma-Aldrich procedtru Nr. 181.

Acid Phosphatase aktivitate izskatas ka purpursarkanas lidz tumsi sarkanas granulas vairuma
leikocitu citoplazma.

Ja novérotie rezultati atSkiras no gaidamajiem rezultatiem, |Gdzu, sazinieties ar Sigma-Aldrich
Tehniska atbalsta dienestu, lai sanemtu palidzibu.

Analitiskas veiktspé&jas raksturlielumi

Analitiskas veiktsp&jas rezultati minétajos testos, kas veikti ar visam mérka strukttram, apstiprina
100% jutibu, specifiskumu un atkartojamibu.

Kat. Produkta Mérkis Speci- Jutiba ana- Starpanali- Starpanali-
Nr. apraksts fiskums lizes laika  Zu speci Zu jutiba
analizes kums
laika
Naphthol AS-BI -
3871 Phosphoric Add  1edarbibas 5, 3 3103 3n03 3n03
Solution
Fast Garnet GBC Iedarbibas
3872 Base Solution vietas 3no3 3no3 3no3 3no3
. Iedarbibas
3873  Tartrate Solution vietas 3no3 3no3 3no3 3no3
) Iedarbibas
3863  Acetate Solution vietas 3no3 3no3 3no3 3no3
Sodium Nitrite Iedarbibas
914 Solution vietas 3no3 3no3 3no3 3no3
. . Iedarbibas
915 Citrate Solution vietas 3no3 3no3 3no3 3no3
GHs3 Gilg hematoksilina 45 3n03 3n03 3n03 3n03

Skidums Nr. 3
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Bridinajumi un riski
Jaunako informaciju par riskiem, bistamibu vai droSumu skatiet Drosibas datu lapa un produkta
mark&juma.

387A:

H290 Var kodigi iedarboties uz metaliem.

H302 Kaitigs, ja norij.

H314 Izraisa smagus adas apdegumus un acu bojajumus.

H317 Var izraisit alergisku adas reakciju.

H350 Var izraisit vezi.

H373 Var izraisit organu (nieru) bojajumus ilgstosas vai atkartotas iedarbibas rezultata, ja norij.
H402 Kaitigs Gdens organismiem.

P201 Pirms lietoSanas sanemt specialu instruktazu.

P202 Neizmantot pirms nav izlasiti un saprasti visi bridinajumi.

P234 Turét tikai originala iepakojuma.

P260 Izvairities ieelpot dimus vai izgarojumus.

P264 P&c izmantosanas kartigi nomazgat adu.

P270 Neést, nedzert un nesmékét produkta izmantosanas laika

P280 Izmantot aizsargcimdus / aizsargdrébes / acu aizsargus / sejas aizsargus.
P280 Izmantot aizsargcimdus / aizsargdrébes / acu aizsargus / sejas aizsargus.

P301 + 312 + P330 NORISANAS GADIJUMA: sazinieties ar SAINDESANAS INFORMACIJAS CENTRU/
arstu, ja jums ir slikta passajita. Izskalot muti.

P301 + P330 + P331 NORISANAS GADIJUMA: Izskalot muti. NEIZRAISIT vem3anu.

P303 + P361 + P353: SASKARE AR ADU (vai matiem): nekavé&joties novilkt visu piesdrnoto
apgérbu. Noskalot adu ar tdeni/dusu.

P304 + P340 + P310 JA IEELPO: nogadat cietuso svaiga gaisa un nodrosinat netraucétu elpoSanu.
Nekavéjoties sazinieties ar SAINDESANAS INFORMACIJAS CENTRU/arstu.

P305 + P351 + P338 + P310 SASKARE AR ACIM: uzmanigi izskalot ar Gdeni vairakas mindtes.
Iznemt kontaktlécas, ja tas ir ievietotas un ja to var vienkarsi izdarit. Turpinat skalot. Nekavéjoties
sazinieties ar SAINDESANAS INFORMACIJAS CENTRU/arstu.

P308 + P313 Ja nokl|lst saskaré vai saistits: |Gdziet palidzibu medikiem.

P333 + P313 Ja rodas adas iekaisums vai izsitumi: ltdziet palidzibu medikiem.
P362 + P364 Pirms atkartotas lietosanas piesarnoto apgérbu izmazgat.

P390 Uzsikt izSlakstijumus, lai novérstu materialus zaud&umus.

P405 Glabat slégta veida.

P406 Glabat tvertné, kas aizsarga pret koroziju ar iek$&jo pretkorozijas izolaciju.
P501 Atbrivoties no satura/tvertnes apstiprinata atkritumu utilizacijas punkta.

Ja Sis ierices lietoSanas laika vai tas lietosanas rezultata ir noticis nopietns
incidents, lidzu, zinojiet par to razotajam un/vai ta pilnvarotajam parstavim, ka
ari kompetentajai iestadei jusu valsti.

Simbolu definicijas
Simboli atbilst definicijam standarta EN 1SO 15223-1:2021

Razotajs Kataloga numurs

Skatit lietosanas instrukciju Partijas kods

Pilnvarotais parstavis Eiropas Savienibas atbilstibas

Eiropas Kopiena/Eiropas Savieniba C E deklaracija (definéta IVDR
2017/746)
- Ly Mediciniska ierice in vitro
g Deriguma termins diagnostikai
,ﬂ’ Temperatiras ierobezojums & Uzmanibu!
dl Izgatavosanas datums % Importétajs

E Norada pilnvaroto parstavi Sveica

Atsauces

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

Kontaktinformacija

Lai veiktu pasttijumu, apmeklgjiet mlsu timek|vietni SigmaAldrich.com. Lai sazinatos ar Tehniska
atbalsta dienestu, apmekl&jiet tehniska atbalsta dienesta lapu masu timek|vietné
SigmaAldrich.com/techservice.

Parskatito versiju vésture

Vers. 3.0 2014

Vers. 4.0 2016

Vers. 5.0 2023

Pareja uz jaunu veidni ar pasreiz&jo zimola identitati. Sadala ar paredzéto lietojumu

un piesardzibas pasakumiem noradita profesionala lietoSana. Parskatits paredzétais
lietojums, lai to pieskanotu IVDR vadlinijam. Termins “Materialu drosibas datu lapa”
mainits uz “Dro$ibas datu lapa”. Atjaunindta kontaktinformacija. Svitrots noradijums
paraugu nemsana ievérot CLSI. Svitrots EN 980 un aizstats ar standartu EN ISO 15223-
1:2021 attieciba uz simboliem. Pievienota kontaktinformacija zinosanai par nevélamiem
notikumiem. Dzésts 5. atsauces numurs. Pievienota sadala “Bridindajumi un riski”.
Pievienota CH-REP informacija.

Vers. 6.0 2025

Atjauninata SDS informacija. Pievienota CH importétaja informacija.

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 Sigma - Aldrich
Laurenzenvorstadt 61 % Chemie GmbH
5000 Aarau IndustriestraBe 25

Switzerland CH-9470 Buchs

Inicialis M un Sigma-Aldrich ir pre¢u zimes, kas pieder uznémumam Merck KGaA, Darmstaté, Vacija, vai ta
saistitajiem uznémumiem. Visas paré&jas precu zimes pieder to attiecigajiem ipasniekiem. Sikaka informacija par
pre¢u zZimém sniegta publiski pieejamos avotos.

© 2025 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.


http://SigmaAldrich.com/techservice

6.0 red., 91760-LS, 2025

Sigma-Aldrich.

Naudojimo instrukcija

Leukocity rigstinés fosfatazés
(TRAP) rinkinys

Proceduros Nr. 387

C€ SiGMa

Paskirtis

,Sigma-Aldrich" rligstineés fosfatazés rinkiniai skirti naudoti kaip bendrosios paskirties laboratoriniai
histologiniai dazai. Ragstinés fosfatazés reagentai skirti tik profesionaliam diagnostiniam
naudojimui in vitro. Si ranking, kokybiné, histocheminé procedira rodo riigstinés fosfatazés
aktyvuma zmogaus kraujo, kauly ¢iulpy ir audiniy_ prisilietimo preparaty leukocituose. Su
leukocitais susijusios rugstinés fosfatazés histologinis vizualizavimas yra unikalus metodas, Siuo
metu placiai naudojamas medicinoje.

Apie pakeisty naftolio AS fosfaty naudojima kartu su diazonio druskomis rigstinés fosfatazés
nustatymui Zmogaus leukocituose pirma kartg pranesé Goldberg ir Barka.! Sigma-Aldrich procedira
Siam fermentui jrodyti naudoja naftolio AS-BI fosfata ir SvieZiai diazotizuotq greitojo granato

GBC druska. Pastarasis junginys buvo pasirinktas todeél, kad rigstiniame pH jis greitai poruojasi,
sudarydamas labai netirpias dazy nuoséedas.

Daugelyje procediry, jskaitant ,Sigma-Aldrich®, naudojamos stabilios diazonio druskos. Jie susidaro
arilaminui reaguojant su natrio nitritu rigstinéje terpéje.? Gautg diazonio chlorida (paprastai
nestabily) galima apdoroti tokiais junginiais kaip cinko chloridas, cinko sulfatas arba naftalen-1,6-
disulfonatas, taip susidarant stabilioms druskoms. Sie stabilizatoriai gali Zymiai slopinti kai kurias
fermentines sistemas, o diazonio chloridai yra maziau slopinantys.? Dél Sios priezasties ,Sigma-
Aldrich" dabar yra stabilus greito granato GBC bazés ir natrio nitrito tirpalas rugstineés fosfatazés
citochemijai. Siekiant dar labiau supaprastinti §{ metodg, taip pat pridedamas stabilus vandeninis
naftolio AS-BI fosfato tirpalas. Siy stabiliy sprendimy prieinamumas leid%ia vartotojams koreguoti
darbinius reagenty tdrius pagal poreikius, pasalinant atliekas.

Pagal Sigma-Aldrich procedirg kraujo plévelés inkubuojamos tirpale, kurio sudétyje yra naftolio
AS-BI fosforo rugsties ir Svieziai diazotizuoto greito granato GBC. Pasikartojancias pléveles galima
apdoroti tirpalu, kurio sudétyje yra L(+)-tartrato. Fermentinés hidrolizés budu atpalaiduotas naftolis
AS-BI i$ karto susijungia su greitu granatu GBC, sudarydamas netirpias kastoniniy dazy nuosédas
aktyvumo vietose. Lastelés, kuriose yra vyno rigsciai jautrios rligstinés fosfatazés, yra neaktyvios.
Toks gydymas neturi jtakos vienbranduoléms Igsteléms, kuriose yra vyno rgsciai atsparios
fosfatazés.

Reagentai

Naftolio AS-BI fosforo riigsties tirpalas (kat. Nr. 3871-10ML)
Naftolio AS-BI fosforo riigstis, 12,5 mg/ml

Greito granato GBC bazinis tirpalas (kat. Nr. 3872-10ML)

Greito granato GBC bazé, 7,0 mg/ml, C.I. 11160, 0,4 mol/I druskos ragstyje su stabilizatoriumi.
Pavojus. Kenksminga prarijus. Smarkiai nudegina odq ir pazeidzia akis. Gali sukelti alergine odos
reakcija. Gali sukelti vézj.

Acetato tirpalas (kat. Nr. 3863-50ML)
Acetatinis buferis, 2,5 mol/l, pH 5,2 £ 0,1

Tartrato tirpalas (kat. Nr. 3873-10ML)

L(+)-tartrato buferis, 0,335 mol/l, pH 4,9 + 0,1. [spéjimas. Sukelia lengva odos dirginima.
Natrio nitrito tirpalas (kat. Nr. 914-10ML)

Natrio nitritas, 0,1 mol/I

Citrato tirpalas (kat. Nr. 915-50ML)

Citriny ragstis, 18 mmol/I, natrio citratas, 9 mmol/l, natrio chloridas, 12 mmol/I ir pavirsinio
aktyvumo medziaga, pH 3,6 £ 0,1

Hematoksilino tirpalas, Ziaunos Nr. 3 (kat. Nr. GHS3-50ML)

Hematoksilinas, sertifikuotas, 6,0 g/I, C.I. 75290, natrio jodatas, 0,6 g/I, aliuminio sulfatas,
52,8 g/l ir stabilizatoriai. Pavojus. Kenksminga prarijus. Smarkiai pazeidzia akis. MUvéti apsaugines
pirstines / naudoti akiy (veido) apsaugos priemones.

Reikalingos, bet nepateikiamos specialios medziagos
e Acetonas, ACS reagentas
e Formaldehidas, 37%

Laikymas ir stabilumas

Hematoksilino tirpalg laikykite kambario temperat@roje (18-26 °C). Saugoti nuo $viesos. Ant
reagento etiketés nurodyta galiojimo data.

Naftolio AS-BI fosforo riigsties tirpala, greitojo granato GBC bazinj tirpala, acetato tirpalg, tartrato
tirpala, natrio nitrito tirpalg ir citrato tirpala laikykite 2-8 °C temperatiroje.

Fiksavimo tirpalq laikykite Saltai (2-8 °C). Prie$ naudojima pasildykite iki 18-26 °C. Stabilus
iki 2 ménesiy, jei laikomas sandariai uzdarytas Saldytuve. Jei pastebimas garavimas, iSmeskite
fiksavimo tirpalg ir paruoskite Sviezig.

Irimas

Naftolio AS-BI fosforo rligsties tirpalas, tartrato tirpalas turi bati pasalintas, jei susidaro
drumstumas.

Citrato tirpalas tinka naudoti be mikroby augimo.

Hematoksilino tirpalg reikia iSmesti, jei tirpalas tampa rudas (per daug oksiduotas i$ oro) arba
violetinis (prarandamas rtgstingumas).

Pasiruosimas
Reagentai pateikiami paruosti naudoti.

Paruoskite fiksavimo tirpala, derindami 25 ml citrato tirpalo, 65 ml acetono ir 8 ml 37%
formaldehido. [dékite j stiklinj butelj ir sandariai uzdarykite.

Atsargumo priemonés

Rinkinyje esancios IVD medziagos yra skirtos in vitro diagnostikai klinikinés laboratorijos aplinkoje.
Sios IVD skirtos naudoti tik kvalifikuotam personalui. Sigma-Aldrich IVD medziagas gali naudoti
laboratorijos darbuotojai, kurie yra iSmokyti dirbti su Zmoniy meginiais, kurie gali bati uzkreciami,
naudoti mikroskopus ir kitg laboratorine jranga bei turi spalvy suvokima ir regéjimo astruma, kad
galéty atskirti spalvas ir kitus objektus mikroskopu.

Dirbant su laboratoriniais reagentais reikia laikytis jprasty atsargumo priemoniy. ISmeskite atliekas
laikydamiesi visy vietiniy, valstijos, provincijos ar nacionaliniy_ taisykliy.

Procediira

Meéginio paémimas

Joks Zinomas tyrimo metodas negali visiSkai uztikrinti, kad kraujo meginiai ar audiniai neperduos
infekcijos. Todél visi kraujo dariniai ar audiniy méginiai turéty bati laikomi potencialiai uzkre¢iamais.

Gali bati naudojamos kraujo, kauly ¢iulpy plévelés, audiniy prisilietimo preparatai ir
citocentrifuginiai preparatai. Antikoaguliantais bus EDTA arba heparinas. Kraujo ar kauly Ciulpy
plévelés gali bati laikomos uzfiksuotos kambario temperatlroje (18-26 °C) kelias savaites arba
nefiksuotos kelias dienas be pastebimy aktyvumo pokyciy.? Nesiyskite viso kraujo tyrimui kitose
laboratorijose. Siysti fiksuotus arba nefiksuotus mikropreparatus. Pervezimo metu mikropreparatus
reikia laikyti vésioje vietoje. Leiskite pléveléms isdziGti bent 1 valandg pries$ fiksavima.

Pastabos
Tyrimo atlikimas turéty bati stebimas jtraukiant kraujo juostele, paruosta i$ sveiko asmens.

Procedira

1. Pakankama kiekj dejonizuoto vandens pasildykite iki 37 °C per dieng. Prie$ naudodami
patikrinkite temperatdra.

2. Fiksavimo tirpalg susildykite iki kambario temperatdros (18-26 °C). Pritvirtinkite stiklelius
panardindami juos | fiksavimo tirpalg 30 sekundziy. Kruops¢iai nuplaukite dejonizuotu
vandeniu: Neleiskite stikleliams iSdzidti.

3. 1 kiekvieng i$ 2 mégintuvéliy pilkite 0,5 ml greito granato GBC bazinio tirpalo ir 0,5 ml natrio
nitrito tirpalo. Sumaisykite Svelniai apversdami 30 sekundziy. Palikite pastovéti 2 minutes.

4. Pazymeékite dvi 100 ml laboratorines stiklines A ir B ir maiSydami jpilkite:

Menzira A Menzura B
Dejonizuotas vanduo pasildytas iki 37 °C 45 mL 45 mL
Diazotizuotas greito granato GBC sprendimas 1,0 mL 1,0 mL
(3 Zingsnis)
Naftolio AS-BI fosfato tirpalas 0,5 mL 0,5 mL
Acetato tirpalas 2,0 mL 2,0 mL
Tartrato tirpalas _ 1,0 mL

5. Pazymekite Coplin stiklainius A ir B ir perkelkite tirpalus i$ laboratoriniy stiklainiy j atitinkama,
Coplin stiklainj. éildykite tirpalus stiklainiuose iki 37 °C temperatiros vandens vonioje. Pries
pridédami mikropreparatus patikrinkite, ar temperatira yra 37 °C.

6. Idékite mikropreparatus i ,Coplin® stiklainius ir inkubuokite 1 valandg 37 °C vandens vonioje,
apsaugotoje nuo Sviesos.

7. Po 1 valandos kruopsciai isskalaukite stiklelius dejonizuotame vandenyje, tada 2 minutes
nudazykite hematoksilino tirpalu, Ziaunoje Nr. 3.

8. Kelias minutes skalaukite Sarminiame vandentiekio vandenyje iki mélyny branduoliy.

9. Nusausinkite oru ir jvertinkite mikroskopu. Dangos paslinkti nerekomenduojama, nes dazai
laikui bégant isblunka.

Veikimo charakteristikos

Rezultatai

Dazytos kraujo plévelés paprastai vertinamos subjektyviai dél tartratui atsparaus fermento buvimo
ar nebuvimo. Nesant vyno ragsties, dauguma leukocity pasizymi granuliuotomis veikimo vietomis.
Inkubuojant su tartratu, kartais limfocituose ir kai kuriuose specializuotuose makrofaguose gali
biti pastebéta granuliy.* Kraujo tepinéliuose teigiama reakcija zymima daugiau nei dviejy lasteliy,
buvimu su difuziniu ir intensyviu aktyvumu, t.y. daugiau nei 40 granuliy.* Norint jvertinti Golgi
dazyma, bldingg uzkricio liaukos limfocitams (T lasteléms), rekomenduojama Sigma-Aldrich
procedira Nr. 181.

RUgstinés fosfatazés aktyvumas daugumos leukocity citoplazmoje pasireiskia nuo rausvos iki
tamsiai raudonos spalvos granulémis.

Jei pastebéti rezultatai skiriasi nuo laukiamy rezultaty, kreipkités pagalbos | ,Sigma-Aldrich™
technine tarnyba.

Analitinio veikimo charakteristikos

Pateikty tyrimuy, atlikty su visomis tikslinémis struktliromis, analitinio efektyvumo rezultatai
patvirtina 100 % jautruma, specifiSkuma ir pakartojamuma.

Kat. Produkto Tikslas Tyrimo Jautrumas SpecifiSku- Jautrumas
Nr. aprasymas specifisku- tyrimo mas tarp  tarp tyrimy
mas metu tyrimy
Naftolio AS-BI .
3871 fosforo rogéties  okioS 353 3083 3183 3i3
tirpalas
»Fast Garnet GBC Veiklos P v v iy
3872 Base Solution™ vietos 3i83 3i83 3i83 3i83
: Veiklos ¥ iy - iy
3873 Tartrato tirpalas vietos 3is3 3is3 3i83 3i83
. Veiklos .
3863 Acetato tirpalas vietos 3is3 3is3 3is3 3i§3
S Veiklos ¥ iy - iy
914  Natrio nitrito tirpalas vietos 3is3 3is3 3i83 3i83
8 . Veiklos P v - i
915 Citrato tirpalas vietos 3is3 3is3 3is3 3i§3
GHs3  Hematoksilino Bran- 383 33 3183 383

tirpalas, Gill Nr. 3 duoliai
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Ispé&jimai ir pavojai
Atnaujintq rizikos, pavojaus ar saugos informacija rasite saugos duomeny lape ir gaminio etiketéje.

387A:

H290 Gali esdinti metalus.

H302 Kenksminga prarijus.

H314 Smarkiai nudegina oda ir pazeidzia akis.

H317 Gali sukelti alergine odos reakcija.

H350 Gali sukelti vézj.

H373 Prarijus gali pakenkti organams (inkstams) dél ilgalaikio ar pakartotinio poveikio.
H402 Kenksminga vandens organizmams.

P201 Pries naudodami gaukite specialias instrukcijas.

P202 Nenaudokite, kol neperskaitéte ir nesupratote visy saugos priemoniy.
P234 Laikyti tik originalioje pakuotéje.

P260 Nejkvépti riko ar gary.

P264 Po naudojimo kruopsciai nuplaukite oda.

P270 Naudojant §{ gaminj, nevalgyti, negerti ir nerdkyti.

P280 Mavéti apsaugines pirstines/dévéti apsauginius drabuZius/naudoti akiy/ veido apsaugos
priemones.

P280 Muvéti apsaugines pirstines, déveéti apsauginius drabuzius, naudoti akiy ir veido apsaugos
priemones.

P301 + P 312 + P330 PRARIJUS: pasijutus blogai, skambinti | APSINUODIJIMY KONTROLES IR
INFORMACIJOS BIURA. I$skalauti burna.

P301 + P330 + P331 PRARIJUS: ISskalauti burnga. NESKATINTI vémimo.

P303 + P361 + P353 JEI PATEKO ANT ODOS (ar plauky): nedelsiant nuvilkti visus uzterstus
drabuzius. Oda nuplauti vandeniu / Ciurksle.

P304 + P340 + P310 [KVEPUS: I$nesti zmogy | gryna ora ir pasiripinti, kad jis galéty patogiai
kvépuoti. Nedelsiant skambinti | APSINUODIJIMY KONTROLES IR INFORMACIJOS BIURA / gydytojui.

P305 + P351 + P338 + P310 PATEKUS [ AKIS: Kelias minutes atsargiai plauti vandeniu. ISimti
kontaktinius lesius, jeigu jie yra ir jeigu lengvai galima tai padaryti. Toliau skalauti. Nedelsiant
skambinti | APSINUODIJIMY KONTROLES IR INFORMACIJOS BIURA / gydytojui.

P308 + P313 Jei salytis ar susirlpinimas: Kreiptis | gydytoja.

P333 + P313 Jei atsiranda odos sudirginimas ar bérimas: Kreiptis | gydytoja.
P362+P364 Nusivilkti uzterstus drabuzius ir iSskalbti prie$ vél apsivelkant.
P390 Sugerti issiliejima, kad bity isvengta materialinés zalos.

P405 Laikyti uzrakinta.

P406 Laikyti korozijai atsparioje talpykloje su atspariu vidiniu sluoksniu.
P501 Turinj/ talpykla iSmeskite  patvirtintg atlieky salinimo jmone.

Jei naudojant $j jrenginj arba dél jo naudojimo jvyko rimtas incidentas, praneskite
apie tai gamintojui ir (arba) jo jgaliotajam atstovui bei savo nacionalinei
institucijai.

Simboliy apibrézimai

Simboliai, kaip apibrézta EN ISO 15223-1:2021

Gamintojas Katalogo numeris

I
Zr. naudojimo instrukcijas T Partijos kodas

o7

Igaliotasis atstovas
Europos Bendrijoje / Europos C
Sajungoje

Europos Sajungos atitikties
deklaracija
(apibrézta IVDR 2017/746)

In vitro diagnostikos medicinos
prietaisas

Galiojimo data

Atsargiai

-
,ﬂ’ Temperatiros riba
il

Pagaminimo data Importuotojas

€
A
B

E Nurodo jgaliotajj atstova

Sveicarijoje

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

Saltiniai
1.
2.

Kontaktiné informacija

Norédami pateikti uzsakyma, apsilankykite misy svetainéje SigmaAldrich.com. Dél techninés priezitros
apsilankykite techninés priezilros puslapyje misy svetainéje SigmaAldrich.com/techservice.
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Sigma-Aldrich.

Navod na pouZitie

Suprava pre leukocytarnu kyslu
fosfatazu (TRAP)

Postup ¢. 387

C€ SiGMa

Uréené pouzitie

Supravy na stanovenie kyslej fosfatazy spolo¢nosti Sigma-Aldrich st uréené na vseobecné
laboratérne pouzitie ako histologické farbivo. Reagencie kyslej fosfatdzy st uréené len na odborné
,diagnostické pouzitie in vitro". Tento manudlny, kvalitativny, histochemicky postup preukazuje
aktivitu kyslej fosfatazy v leukocytoch ludskej krvi, kostnej dreni a tkanivovych dotykovych
preparatoch. Histologickd vizualizacia kyslej fosfatazy asociovanej s leukocytmi je jedinecna
technika, ktora sa v sucasnosti v medicine bezne pouziva.

Pouzitie substituovanych naftol AS fosfatov v spojeni s diazdniovymi solami na detekciu kyslej
fosfatdzy v fudskych leukocytoch prvykrat opisali Goldberg a Barka.! Postup spoloc¢nosti Sigma-
Aldrich na preukdazanie tohto enzymu vyuziva naftol AS-BI fosfat a Cerstvo diazotovanu sol Fast
Garnet GBC. Druhd menovana zli¢enina bola vybrand, pretoze sa rychlo spaja pri kyslom pH

a vytvara vysoko nerozpustné usadeniny farbiva.

Vadsina postupov, vratane postupu predlozeného spoloénostou Sigma-Aldrich, pouziva stabilné
diazéniové soli. Tie vznikaju reakciou arylaminu s dusitanom sodnym v kyslom prostredi.2
Vzniknuty diazéniumchlorid (zvy&ajne nestabilny) sa potom méZe spracovat so zlu¢eninami, ako

je chlorid zino¢naty, siran zino¢naty alebo naftalén-1,6-disulfonat, ¢im sa vytvoria stabilné soli.
Tieto stabilizdtory méZu na niektoré enzymatické systémy pdsobit vyrazne inhibi¢ne, zatial ¢o
diazéniumchloridy s menej inhibi¢né.2 Z tohto dévodu spolo¢nost Sigma-Aldrich v sucasnosti
poskytuje na cytochémiu kyslej fosfatazy stabilny roztok bazy Fast Garnet GBC a dusitanu sodného.
Na dalSie zjednodusenie tejto metddy je zahrnuty aj stabilny vodny roztok naftol AS-BI fosfatu.
Dostupnost tychto stabilnych roztokov umozZfiuje pouzivatelom upravovat objemy pracovnych
reagencii podla potreby, ¢im sa eliminuje plytvanie.

Podla postupu spolo¢nosti Sigma-Aldrich sa krvné natery inkubuji v roztoku obsahujicom naftol
AS-BI kyselinu fosfore¢nu a Cerstvo diazotovanu reagenciu Fast Garnet GBC. Duplicitné natery sa
modZzu osetrit roztokom obsahujlcim L(+)-vinan. Naftol AS-BI uvolheny enzymatickou hydrolyzou sa
okamzite spaja s reagenciou Fast Garnet GBC a vytvara v miestach aktivity nerozpustné usadeniny
farbiva gastanovej farby. Bunky obsahujlce kyselinu vinnu citlivi na kysli fosfatazu nie su aktivne.
Mononukledrne bunky obsahujlce fosfatazu rezistentnl voci kyseline vinnej nie st takymto
osetrenim ovplyvnené.

Reagencie

Roztok naftol AS-BI kyseliny fosforecnej (kat. ¢. 3871-10ML)

Naftol AS-BI kyselina fosfore¢na, 12,5 mg/ml

Roztok bazy Fast Garnet GBC (kat. ¢. 3872-10ML)

Baza Fast Garnet GBC, 7,0 mg/m[, C.I. 11160, v 0,4 mol/I kyseliny chlorovodikovej so
stabilizatorom. Nebezpecenstvo. Skodlivé po poziti. Spésobuje vazne poleptanie koze a poskodenie
o¢i. Moze vyvolat alergicki koznu reakciu. MéZe spdsobit rakovinu.

Roztok acetatu (kat. ¢. 3863-50ML)

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

Roztok vinanu (kat. ¢. 3873-10ML)

L(+)-vinanovy pufer, 0,335 mol/l, pH 4,9 + 0,1. Vystraha. Spdsobuje mierne podrazdenie pokozky.
Roztok dusitanu sodného (kat. ¢. 914-10ML)

Dusitan sodny, 0,1 mol/I

Roztok citratu (kat. ¢. 915-50ML)

Kyselina citrénova, 18 mmol/I, citran sodny, 9 mmol/I, chlorid sodny, 12 mmol/I, a povrchovo
aktivna latka, pH 3,6 £ 0,1

Roztok hematoxylinu, Gill €. 3 (kat. ¢. GHS3-50ML)

Hematoxylin, certifikovany, 6,0 g(l, C.I. 75290, jodi¢nan sodny, 0,6 g/l, siran hlinity, 52,8 g/I

a stabilizatory. Nebezpecenstvo. Skodlivé po poziti. Spdsobuje vazne poskodenie oci. Noste
ochranné rukavice/ochranné okuliare/ochranu tvare.

Potrebné $pecidlne materidly, ktoré vSak nie su stcastou balenia
e Acetdn, reagencia ACS

e Formaldehyd, 37 %

Skladovanie a stabilita

Roztok hematoxylinu uchovavajte pri izbovej teplote (18 - 26 °C). Chrante pred svetlom. Na
etikete reagencie je uvedeny datum exspiracie.

Roztok naftol AS-BI kyseliny fosforecnej, roztok bazy Fast Garnet GBC, roztok acetatu, roztok
vinanu, roztok dusitanu sodného a roztok citratu uchovavaijte pri teplote 2 - 8 °C.

Fixacny roztok uchovavajte v chladnicke (2 - 8 °C). Pred pouZitim zahrejte na 18 - 26 °C. Stabilny
az 2 mesiace, ak sa uchovava tesne uzavrety v chladnicke. Ak zaznamenate odparenie fixatného
roztoku, zlikvidujte ho a pripravte Cerstvy.

Zhorsenie kvality
Roztok naftol AS-BI kyseliny fosforeénej, roztok vinanu je potrebné zlikvidovat, ak sa objavi zakal.
Roztok citratu je vhodny na pouZitie v pripade nepritomnosti mikrobialneho rastu.

Roztok hematoxylinu je potrebné zlikvidovat, ak sa jeho farba zmeni na hnedi (nadmerna oxidacia
zo vzduchu) alebo fialovu (strata kyslosti).

Priprava
Reagencie sa dodavaju pripravené na pouzitie.

Pripravte fixacny roztok zmiesanim 25 ml roztoku citratu, 65 ml acetéonu a 8 ml 37 %
formaldehydu. Umiestnite do sklenenej flase a tesne uzavrite.

Bezpecnostné opatrenia

Tieto pomdcky IVD st uréené na diagnostické pouzitie in vitro v prostredi klinického laboratoéria.
Tieto IVD su uréené len na profesionalne pouzitie kvalifikovanym personalom. IVD Sigma-Aldrich
modZzu obsluhovat laboratérni pracovnici, ktori st vyskoleni na manipulaciu s fudskymi vzorkami,
ktoré mézu byt infekéné, pouzivaju mikroskopy a iné laboratérne vybavenie a maju farebné
vnimanie a zrakov( ostrost na rozliSovanie farieb a inych objektov pod mikroskopom.

Musia sa dodrziavat beZné bezpecnostné opatrenia uplatfiované pri manipulécii s laboratérnymi
¢inidlami. Odpad likvidujte v sulade so vSetkymi miestnymi, statnymi, provinénymi alebo narodnymi
predpismi.

Postup
Odber vzorky

Ziadna zndma testovacia metdéda nemdze poskytnut Gpind zaruku, ze vzorky krvi alebo tkaniva
neprenesu infekciu. V3etky derivaty krvi alebo vzorky tkaniva by sa preto mali povazovat
za potencialne infekéné.

MéZzu sa pouzit natery krvi a kostnej drene, tkanivové dotykové preparaty a cytocentrifigové
preparaty. Ako antikoagulanty slizia bud EDTA, alebo heparin. Natery krvi alebo kostnej drene
sa mdzu uchovavat fixované pri izbovej teplote (18 - 26 °C) niekolko tyzdriov alebo nefixované
niekolko dni bez vyraznej zmeny aktivity.> Neposielajte pInt krv na analyzu do inych laboratérii.
Posielajte fixované alebo nefixované skli¢ka. Skli¢ka je potrebné pocas prepravy uchovavat

v chlade. Pred fixaciou nechajte natery schndt najmenej 1 hodinu.

Poznamky

Ucinnost testu je potrebné monitorovat zahrnutim krvného nateru pripraveného zo zdravého
jedinca.

Postup

1. Predhrejte dostato¢né mnozstvo deionizovanej vody na jeden den pouzivania na teplotu 37 °C.
Pred pouzitim skontrolujte teplotu.

2. Uvedte fixacny roztok na izbovu teplotu (18 - 26 °C). Fixujte sklicka ponorenim do fixacného
roztoku na 30 sekind. Dokladne oplachnite deionizovanou vodou: Nenechajte skli¢ka
vyschnut.

3. Do kazdej z 2 skimaviek pridajte 0,5 ml roztoku bazy Fast Garnet GBC a 0,5 ml roztoku
dusitanu sodného. PremieSajte jemnym prevracanim pocas 30 sekind. Nechajte stat 2 minuty.

4. Oznacte dve 100 ml kadi¢ky A a B a za sucasného miesania pridajte nasledujlce latky:

Kadicka A Kadicka B

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

5. Oznacte Coplinove nadoby A a B a roztoky z kadiciek preneste do prislusnych Coplinovych
nadob. Roztoky v nadobach zohrejte na teplotu 37 °C vo vodnom kupeli. Pred pridanim skli¢ok
skontrolujte, ¢i je teplota 37 °C.

6. Pridajte sklicka do Coplinovych nadob a inkubujte 1 hodinu vo vodnom kupeli chrdnenom pred
svetlom pri teplote 37 °C.

7. Po 1 hodine sklicka dokladne oplachnite v deionizovanej vode a potom 2 minuty kontrastne

farbte v roztoku hematoxylinu, Gill ¢. 3.

Niekolko minut oplachujte v alkalickej vode z vodovodu, kym sa nezmodraju jadra.

9. Vysuste na vzduchu a mikroskopicky zhodnotte. PouZitie krycich skli¢ok sa neodporuca,
pretoze farbivo ¢asom vybledne.

Vlastnosti vykonu
Vysledky

Sfarbené krvné natery sa zvycajne posudzuju subjektivne z hladiska pritomnosti alebo absencie
vinan-rezistentného enzymu. Pri absencii kyseliny vinnej vykazuje vac¢sina leukocytov granuldrne
miesta aktivity. Pri inkubdcii s vinanom je mozné pozorovat prilezitostné granule v lymfocytoch

a niektorych $pecializovanych makrofagoch.* V krvnych nateroch sa pozitivna reakcia oznacuje
pritomnostou viac ako dvoch buniek s difiznou a intenzivnou aktivitou, t. j. viac ako 40 granul.* Na
hodnotenie Golgiho farbenia, charakteristického pre lymfocyty odvodené od tymusu (T-bunky), sa
odportca postup spolo¢nosti Sigma-Aldrich ¢. 181.

®

Aktivita kyslej fosfatdzy sa v cytoplazme vacsiny leukocytov prejavuje ako purpurové az
tmavocervené granule.

Ak sa pozorované vysledky lidia od oakavanych vysledkov, obratte sa na technicky servis
spolo¢nosti Sigma-Aldrich a poziadajte o pomoc.

Vlastnosti analytického vykonu

Vysledky analytického vykonu pre dané testy vykonané na vsetkych ciefovych Struktirach
potvrdzujd 100 % citlivost, $pecifickost a opakovatelnost.

Kat. Opis vyrobku Ciel' Specifickost Citlivost  Specifickost  Citlivost
é. v ramci v ramci medzi medzi
testu testu testami testami

Roztok naftol AS-BI ~ Miesta

3871 kyseliny fosforecnej aktivity 323 323 323 323
Roztok bazy Fast Miesta

3872 Garnet GBC aktivity 323 323 323 323
; Miesta

3873 Roztok vinanu aktivity 3z3 3z3 3z3 3z3
. Miesta

3863 Roztok acetatu aktivity 3z3 3z3 3z3 3z3
Roztok dusitanu Miesta

914 sodného aktivity 3z3 3z3 3z3 3z3
T Miesta

915 Roztok citratu aktivity 3z3 3z3 3z3 3z3

Roztok
GHS3  hematoxylinu, Gill Jadra 3z3 3z3 3z3 3z3

¢. 3
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Vystrahy a nebezpecenstva

Vsetky aktualizované informécie o riziku, nebezpecenstve alebo bezpec¢nosti najdete v karte
bezpecnostnych Udajov a na etikete vyrobku.

387A:

H290 Méze byt korozivne pre kovy.

H302 Skodlivy po poziti.

H314 Spbsobuje vazne poleptanie koze a poskodenie odi.

H317 MéZe vyvolat alergickl koznl reakciu.

H350 MdZe spdsobit rakovinu.

H373 Mbze spdsobit poskodenie organov (oblicky) pri dihdej alebo opakovanej expozicii, pri poziti.
H402 Skodlivé pre vodné organizmy.

P201 Pred pouzitim sa oboznamte s osobitnymi pokynmi.

P202 Nepouzivajte, kym si neprecitate a nepochopite vsetky bezpecnostné opatrenia.
P234 Uchovavaijte iba v pévodnom baleni.

P260 Nevdychujte hmlu alebo pary.

P264 Po manipuldcii starostlivo umyte pokozku.

P270 Pri pouzivani vyrobku nejedzte, nepite ani nefajcite.

P280 Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.
P280 Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare a ochranu tvare.

P301 + P 312 + P330 PO POZITI: Pri zdravotnych problémoch volajte NARODNE TOXIKOLOGICKE
INFORMACNE CENTRUM/lekara. Vyplachnite Usta.

P301 + P330 + P331 PO POZIT{: Vyplachnite usta. NEVYVOLAVAJTE zvracanie.

P303 + P361 + P353 PRI KONTAKTE S POKOZKOU (alebo vlasmi): Vietky kontaminované Casti
odevu okamzite vyzlecte. PokoZzku oplachnite vodou/sprchou.

P304 + P340 + P310 PO VDYCHNUTI: Presufite osobu na &erstvy vzduch a umoznite jej pohodine
dychat'. Okamzite volajte TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM/lekara.

P305 + P351 + P338 + P310 PO ZASIAHNUTf OCf: Opatrne niekolko mindt oplachujte vodou. Ak

pouzivate kontaktné SoSovky a ak je to mozné, odstrante ich. Pokracujte vo vyplachovani. Okamzite

volajte TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM/lekara.
P308 + P313 Po expozicii alebo podozreni z nej: Vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.

P333+ P313 Ak sa prejavi podrazdenie pokozky alebo sa vytvoria vyrazky: Vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.

P362 + P364 Kontaminovany odev vyzleCte a pred dalS$im pouzitim vyperte.
P390 Absorbujte uniknuty produkt, aby sa zabranilo materiadlnym $kodam.
P405 Uchovavajte uzamknuté.

P406 Uchovavajte v nadobe odolnej proti korézii s odolnou vnltornou vrstvou.

P501 Zneskodnite obsah/nadobu v schvalenom zariadeni na zneskodrnovanie odpadu.

Ak sa pocas pouzivania tejto pomdcky alebo v dosledku jej pouzivania vyskytne
zavazna nehoda, nahlaste ju vyrobcovi alebo jeho autorizovanému zastupcovi
a Statnemu organu.

Definicie symbolov
Symboly podla vymedzenia v norme EN ISO 15223-1:2021

Vyrobca Katalégové ¢islo

Preditajte si ndvod na pouzitie Kéd Sarze

Autorizovany zastupca v Eurépskom
spolocenstve/Eurépskej tnii

Vyhlasenie Eurdpskej tnie o zhode
(definované v IVDR 2017/746)

Diagnosticka zdravotnicka pomdcka

Déatum spotreby in vitro

Hranica teploty Upozornenie

Datum vyroby Dovozca

Oznacuje autorizovaného zastupcu
pre Svajciarsko
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Kontaktné informacie

Ak chcete urobit objednavku, navstivte nasu webovU lokalitu na SigmaAldrich.com. Informacie
o technickom servise najdete na stranke technického servisu na nasej webovej lokalite na
SigmaAldrich.com/techservice.

Histéria revizii

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

Prenesené do novej ablény s aktualnou znackou. Specifikované na profesionalne
pouzitie pri uréenom pouziti a bezpeénostnych opatreniach. Revidované uréené
pouzitie, aby bolo v stlade s usmerneniami IVDR. Aktualizovanie karty bezpe¢nostnych
udajov materialu na karte bezpec¢nostnych tdajov. Aktualizované kontaktné informacie.
Odstraneny pokyn na dodrziavanie CLSI pre odber vzoriek. Odstranend norma

EN 980 a zmenena na normu EN ISO 15223-1:2021 pre symboly. Pridané kontaktné
informéacie pre neziaduce udalosti. Odstraneny odkaz ¢&islo 5. Pridané upozornenia

a nebezpecenstva. Doplnené informéacie o CH-REP.

Rev. 6.0 2025

Aktualizované informécie v karte bezpecnostnych Udajov. Doplnené informécie
o dovozcovi vo Svajciarsku.
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