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Intended Use

Sigma-Aldrich Alkaline Phosphatase kits are intended as a general laboratory use histological stain.
Alkaline Phosphatase reagents are for professional “In Vitro Diagnostic Use” only. This manual,
qualitative, histochemical procedure demonstrates alkaline phosphatase activity in leukocytes

of human blood or bone marrow films. Histological visualization of leucocyte associated alkaline
phosphatase is a unique technique currently commonly used in medicine.

In hematopoietic tissue, alkaline phosphatase appears restricted to band and segmented
neutrophils.'? Its demonstration by simultaneous capture using substituted naphthols and
diazonium salts is, perhaps, the earliest example of a cytochemical enzyme test with clinical
significance.?

Most procedures, including those provided by Sigma-Aldrich, employ stable diazonium salts.

These are formed by reacting an arylamine with sodium nitrite in an acid medium.* The resulting
diazonium chloride (usually unstable) can then be treated with compounds such as zinc chloride,
zinc sulfate or naphthalene-1,6-disulfonate, forming stable salts. These stabilizers may exert
marked inhibition on some enzymatic systems whereas the diazonium chlorides are less inhibitory.*
For this reason, Sigma-Aldrich now provides stable solutions of fast red violet LB base, fast blue BB
base, and sodium nitrite for alkaline phosphatase cytochemistry. To further simplify these methods,
a stable solution of naphthol AS-BI phosphate is included.

To perform the test, fixed blood films are incubated at room temperature (18-26°C) in a solution
containing naphthol AS-BI phosphate and freshly prepared fast red violet LB salt or fast blue BB
salt buffered at pH 9.5 with 2-amino-2-methyl-1,3-propanediol AMPD). Sites of activity are either
red or blue depending upon choice of diazonium salt. The procedure incorporating fast red violet LB
is similar to a proposed NCCLS reference method.>

Reagents

Naphthol AS-BI Alkaline Solution (Cat. No. 861-10ML)

Naphthol AS-BI phosphate, 4 mg/mL, in AMPD buffer, 2 mol/L, pH 9.5. Warning. Causes skin
irritation. Causes serious eye irritation. May cause respiratory irritation. Avoid breathing vapors.

FRV-Alkaline Solution (Cat. No. 862-10ML)
Fast red violet LB base, 5 mg/mL, in hydrochloric acid, 0.4 mol/L, with stabilizer. Warning. Harmful
if swallowed.

FBB-Alkaline Solution (Cat. No. 863-10ML)
Fast blue BB base, 5 mg/mL, C.I. 37175, in hydrochloric acid, 0.4 mol/L, with stabilizer

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

Citrate Solution (Cat. No. 915-50ML)

Citric acid, 18 mmol/L, sodium citrate, 9 mmol/L, sodium chloride, 12 mmol/L with surfactant,
buffered at pH 3.6

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

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

Neutral Red Solution, Buffered (Cat. No. N6264-50ML)
Neutral red, certified, 0.5% w/v, C.I. 50040, in acetate buffer, pH 5.2. Preservative added.

Special Materials Required but Not Provided
e Acetone, ACS Reagent

e Formaldehyde, 37% ACS

Storage and Stability

Store Naphthol AS-BI Alkaline Solution, FRV-Alkaline Solution, FBB-Alkaline Solution and Sodium
Nitrite Solution in refrigerator (2-8°C). Reagents are stable until expiration date. Store Citrate
Solution in refrigerator (2-8°C). Solution is suitable for use in the absence of microbial growth.

Store Hematoxylin Solution and Neutral Red Solution at room temperature (18-26°C). Protect
Hematoxylin Solution from light. Reagents are stable until expiration date.

Deterioration

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

Preparation
Reagents are provided ready for use.

Citrate-Acetone-Formaldehyde Fixative: To 25 mL Citrate Solution, Cat. No. 915-50ML, add
65 mL Acetone and 8 mL of 37% Formaldehyde. Place in glass bottle and cap tightly. Store in
refrigerator (2-8°C). Warm to 18-26°C prior to use. Stable up to 4 weeks if stored tightly capped
in refrigerator.

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
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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

Sp
No

ecimen Collection
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.

Fre:

sh blood or bone marrow films or samples anticoagulated with heparin may be used.> AVOID

EDTA.* Blood smears should be stained for enzyme activity within 8 hours after preparation.
However, if this is not possible, gradual loss of alkaline phosphatase activity may be delayed by
fixation and storage overnight in freezer.” Films should be dried at least 1 hour prior to fixation and

3h

ours post-fixation before freezing.

Notes

Perform procedure using positive controls. These can be obtained from patients with pyogenic
leukocytosis, or women in the third trimester of pregnancy or during the first several days
postpartum. Leukocyte alkaline phosphatase scores from these persons usually exceed 100. A
negative control can be prepared from a normal fixed smear by immersing it in boiling water for
1 minute to inactivate the enzyme. Control films can be preserved up to 1 year if stored fixed,
wrapped in Parafilm® at —=70°C. These films should be dried at least 1 hour prior to fixation and 3
hours post-fixation before freezing.

It is strongly recommended that each laboratory establish its own expected range, characteristic for

the

local population.

The procedure depends upon subjective rating of stained cells. This can result in a wide variation of

rati

ngs obtained. The temperature of the reaction mixture must be kept between 18-26°C. Lower

temperatures will result in significantly lower scores. Above 30°C, marked increases in activity will
occur. Eosinophils do not stain but can be recognized by bilobed nuclei and large refractile granules.

There is a scarcity of data concerning compounds which may interfere with leukocyte alkaline
phosphatase activity (LAPA). Certain drugs and other substances are known to influence circulating
alkaline phosphatase activity.® Oral contraceptives, cortisol and stress may result in elevated
leukocyte alkaline phosphatase scores.?

In humans, alkaline phosphatase activity is restricted to mature and band-form granulocytes.
Occasionally weak staining may be observed in lymphocytes. Bone marrow osteoblasts and
endothelial cells stain strongly.

Procedure
NOTE: For use with Columbia jars, divide reagent volumes by 5.

1.
2.

9.
10.

Measure 45 mL deionized water and adjust temperature to 18-26°C.

Prepare diazonium salt solution:

Add 1 mL Sodium Nitrite Solution, to 1 mL of FRV-Alkaline Solution

OR

Add 1 mL Sodium Nitrite Solution, to 1 mL of FBB-Alkaline Solution. Mix by gentle inversion.
Allow to stand for 2 minutes.

Add solution prepared in Step 2 to the deionized water from Step 1.

Add 1 mL Naphthol AS-BI Alkaline Solution, to diluted diazonium salt solution (Step 3). Mix
thoroughly and pour into a Coplin jar.

Bring Citrate-Acetone-Formaldehyde Fixative to room temperature (18-26°C). Fix slides by
immersing in fixative solution for 30 seconds. Rinse gently in deionized water for 45 seconds.
Do not allow slides to dry.

Add slides to alkaline-dye mixture (Step 4) and incubate at 18-26°C for 15 minutes. Protect
immersed slides from direct light. Discard alkaline-dye mixture after use.

After 15 minutes incubation, remove slides from Coplin jar and rinse for 2 minutes in
deionized water. Do not allow slides to dry.

Counterstain for 2 minutes. If using FRV-Alkaline Solution, counterstain with Hematoxylin
Solution, Gill No. 3. If using FBB-Alkaline Solution, counterstain with Neutral Red Solution,
Buffered.

Rinse slides thoroughly in tap water and air dry.

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

Performance Characteristics

Method of Scoring

Scan the film (900X) and select a thin area where erythrocytes are barely touching. Sites of
phosphatase activity will appear as blue or red granules, depending upon dye used. Select 100
consecutive segmented and band-form neutrophilic granulocytes. Rate from 0 to 4+ on the basis of
quantity and intensity of precipitated dye within the cytoplasm of these cells. For characteristics of
scoring, refer to Table 1. The sum of the ratings of 100 cells is regarded as the score.

Table 1. Characteristics of Scoring*
Precipitated Azo Dye in Cytoplasm
Cell Amount**  Granule Size Staining Background of Cytoplasma
Rating (%) Intensity
0+ None - None None
1+ 50 Small Faint to Moderate | Colorless to very pale pink or blue
2+ 50-80 Small Moderate to Strong Colorless to pale pink or blue
3+ 80-100 Medium to Large Strong Colorless to pink or blue
4+ 100 Medium to Large Brilliant Not visible

* Table 1 represents modification of observations made by Kaplow.? 3

*ok

Percentage of volume of cytoplasm occupied by azo dye precipitate.
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To obtain the leukocyte alkaline phosphatase activity (LAPA) score, the number of cells counted is . .
multiplied by the value for cell rating. These figures are added to obtain the LAPA score as shown in the P301 + P312 IF SWALLOWED: Call a POISON CENTER/ doctor if you feel unwell.

following examples: P302 + P352 IF ON SKIN: Wash with plenty of water.

Cell Rating Counted Score  LAPA Score P305 + P351 + P338 IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact
0 60 0 lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.
1+ 20 20 P314 Get medical advice/ attention if you feel unwell.
2+ 14 28 - . . N - P
3 S is If during the use of this device or as a result of its use, a serious incident has
v 1 2 occurred, please report it to the manufacturer and/or its authorized representative
Total 100 o7 and to your national authority.
The following scores from 40 healthy individuals were obtained at Sigma-Aldrich using the procedure Symbol Definitions
described. Symbols as defined in EN ISO 15223-1:2021
Fast Red Violet LB Fast Blue BB Manufact Catal Numb
LAPA Mean * 15D 7631 94+39 anutacturer atalogue Fumber
LAPA Range 44-106 55-133 Consult Instructions for Use Batch Code
The range of normal scores is wide, varying from 20 to 180. The following range of scores were obtained Authorized Representative in the European Union Declaration of
from those 40 normal individuals: European Community/European c € Conformity (defined in IVDR
Union 2017/746)
Fast Red Violet LB Fast Blue BB
20-146 25-180

Use-by Date In vitro diagnostic medical device

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

assistance. Temperature Limit A Caution
Analytical Performance Characteristics bate of Manufacture W 1morter
The analytical performance results for the given tests conducted on all target structures, confirm 100% Indicates the Authorised
sensitivity, specificity, and repeatability. Representative in Switzerland

Cat. Product Target Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay

No Description Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity References

Naphthol AS-BI Sites of 1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp
861 Alkaline Solution  Activity 30f3 30f3 3of3 3of3 Pathol 10:253, 1929
FRV-Alkaline Sites of 2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphatase
862 N . 30f 3 30f3 30f 3 30of3
Solution Activity 0 ° ° ° activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955
FBB-Alkaline Sites of 3. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, Park Ridge
863 : o 30f 3 30of3 3o0f3 30of3 4 4
Solution Activity (NJ), 1982, pp 248-250
914 Sodsiu:n Nitrite iitgs.of 30f3 30f3 30f3 30f3 4. Burstone MS: IN Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic
olution ctivity Press, New York, 1962, pp 88-113
915 Citrate Solution iitte_s_?f 30f3 30of 3 30f3 30f 3 5. Proposgd Standard:l Histochemi;al Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4, No.
ctivity 14, National Committee for Clinical Laboratory Standards
GHS3 S ngmat%ngI’i\‘no 3 Nuclei 30f3 30f3 30f3 30f3 6. Young DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.
olution, Gi 1997;34(6):579-581

N6264 Neutral Red Nuclei 30f3 30f3 30f 3 30f3 7. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann New

Solution, Buffered

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

York Acad Sci 155:911, 1968

Contact Information

To place an order, please visit our web site at SigmaAldrich.com. For Technical Service, please visit the
86C: tech service page on our web site at SigmaAldrich.com/techservice.

Revision History

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

H290 May be corrosive to metals.

Transferred to new template with current branding. Specified for professional use in
H302 Harmful if swallowed. intended use and precautions. Revised intended use to align with IVDR guidelines.
Updated Material Safety Data Sheet to Safety Data Sheet. Updated contact information.

H315 Causes skin irritation. Removed instruction to follow CLSI for specimen collection. Removed EN 980

H317 May cause an allergic skin reaction and changed to EN ISO 15223-1:2021 for symbols. Added adverse event contact
Y 9 ! information. Added a revision history table. Added Warnings and Hazards.Added CH-
H319 Causes serious eye irritation. REP information.
H335 May cause respiratory irritation. Rev. 6.0 2024
H411 Toxic to aquatic life with long lasting effects. Corrected internal document number.

P234 Keep only in original packaging.

P273 Avoid release to the environment.

P280 Wear protective gloves/ eye protection/ face protection.

P301 + P312 IF SWALLOWED: Call a POISON CENTER/ doctor if you feel unwell.
P302 + P352 IF ON SKIN: Wash with plenty of water.

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

86R: 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

H290 May be corrosive to metals. Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

H302 Harmful if swallowed. Switzerland
H315 Causes skin irritation.

H318 Causes serious eye damage.
The Initial M and Sigma-Aldrich are trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany or its affiliates. All other

H373 May cause damage to organs (Kidney) through prolonged or repeated exposure if swallowed. trademarks are the property of their respective owners. Detailed information on trademarks is available via
publicly accessible resources.

P234 Keep only in original packaging. . . i
© 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

P280 Wear protective gloves/ eye protection/ face protection.

p 9 / eye p / p The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Leukozyten - Kit

Verfahren Nr. 86
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Verwendungszweck

Die alkalische Phosphotase-Kits von Sigma-Aldrich sind als allgemeine histologische Farbemittel
fir den Laborgebrauch bestimmt. Die Reagenzien fir die alkalische Phosphatase sind fir die
professionelle , In-vitro-Diagnostik" bestimmt. Dieses manuelle, qualitative, histochemische
Verfahren weist die Aktivitat von alkalischer Phosphotase in Leukozyten aus menschlichem Blut
oder Knochenmarkausstrichen nach. Die histologische Visualisierung der Leukozyten-assoziierten
alkalischen Phosphotase ist eine einzigartige Technik, die derzeit in der Medizin h&ufig eingesetzt
wird.

Im h@matopoetischen Gewebe beschrankt sich die alkalische Phosphatase auf stabkernige und
segmentkernige neutrophile Granulozyten.*? Der Nachweis des Enzyms durch die gleichzeitige
Erfassung mit substituierten Naphtholen und Diazoniumsalzen ist mdglicherweise das friheste
Beispiel eines zytochemischen Enzymtests mit klinischer Bedeutung.?

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 (gewdhnlich 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 stabile Lésungen von Echtrotviolett LB-Base, Echtblau BB-Base und
Natriumnitrit fir die Zytochemie der alkalischen Phosphatase an. Zur weiteren Vereinfachung dieser
Methoden ist eine stabile Naphthol AS-BI Phosphatlésung enthalten.

Zur Durchfiihrung des Tests werden fixierte Blutausstriche bei Raumtemperatur (18-26 °C) in
einer Losung inkubiert, die Naphthol AS-BI-Phosphat und frisch zubereitetes Echtrotviolettsalz

LB oder Echtblausalz RR enthalt (mit 2-Amino-2-Methyl-1,3-Propandiol AMPD gepuffert bei
pH-Wert 9,5). Die Bereiche mit Aktivitdt erscheinen abh&ngig von der Wahl des Diazoniumsalzes
entweder rot oder blau. Das Verfahren mit Echtrotviolett LB gleicht einer vorgeschlagenen NCCLS-
Referenzmethode.®

Reagenzien
Alkalische Naphthol AS-BI Losung (Kat.-Nr. 861-10ML)

Naphthol AS-BI-Phosphat, 4 mg/ml, in AMPD-Puffer, 2 mol/l, pH-Wert 9,5. Warnung. Verursacht
Hautreizungen. Verursacht schwere Augenreizungen. Kann die Atemwege reizen. Einatmen von
Dampf vermeiden.

Alkalische FRV-Ldsung (Kat.-Nr. 862-10ML)
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Echtrotviolett LB-Base, 5 mg/ml, in Salzsdure, 0,4 mol/l, mit Stabilisator. Warnung.
Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

Alkalische FBB-Losung (Kat.-Nr. 863-10ML)

Echtblau BB-Base, 5 mg/ml, C.I. 37175, in Salzsdure, 0,4 mol/l, mit Stabilisator.
Natriumnitrit-Losung (Kat.-Nr. 914-10ML)

Natriumnitrit, 0,1 mol/I

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

Zitronensaure, 18 mmol/l, Natriumcitrat, 9 mmol/I, Natriumchlorid, 12 mmol/I mit Tensid, gepuffert
bei pH-Wert 3,6

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

Hamatoxylin, zertifiziert, 6,0 g/I, C.I. 75290, Natriumiodat, 0,6 g/I und Aluminiumsulfat, 52,8 g/I

mit Stabilisatoren. Gefahr. Gesundheitsschédlich beim Verschlucken. Verursacht schwere
Augenschéden. Schutzhandschuhe/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.

Neutralrot-Losung, gepuffert (Kat.-Nr. N6264-50ML)

Neutralrot, zertifiziert, 0,5 % w/v, C.I. 50040, in Acetatpuffer, pH-Wert 5,2. Mit
Konservierungsmittel.

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

e Aceton, ACS-Reagenz

e Formaldehyd, 37 % ACS

Lagerung und Stabilitat

Alkalische Naphthol AS-BI Losung, Alkalische FRV-Lésung, Alkalische FBB-L&sung und
Natriumnitritldsung im Kihlschrank (2-8 °C) lagern. Die Reagenzien sind bis zu dem Verfallsdatum
haltbar. Die Citratlésung im Kihlschrank aufbewahren (2-8 °C). Die Losung kann verwendet
werden, wenn kein mikrobielles Wachstum vorhanden ist.

Hamatoxylin-Lésung und Neutralrot-Lésung bei Raumtemperatur (18-26 °C) lagern. Hdmatoxylin-
Lésung vor Licht schiitzen. Die Reagenzien sind bis zu dem Verfallsdatum haltbar.

Zerfall

Die Hamatoxylin-Lésung entsorgen, wenn sich die Lésung braun (Uberoxidation durch Luft) oder
violett (Saureverlust) farbt.

Vorbereitung

Die Reagenzien werden gebrauchsfertig geliefert.

Citrat-Aceton-Formaldehyd-Fixiermittel: 25 ml Citratlésung, Kat.-Nr. 915-50ML, mit 65 ml
Aceton und 8 ml 37%iger Formaldehydlésung versetzen. In eine Glasflasche fillen und fest

verschlieBen. Im Kihlschrank aufbewahren (2-8 °C). Vor dem Gebrauch auf 18-26 °C erwdrmen.
Bis zu 4 Wochen stabil, wenn die Lagerung fest verschlossen im Kihlschrank erfolgt.

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 infektios sein konnen, geschult ist, Mikroskope und andere Laborgeréte bedienen kann
und Uber eine Farbwahrnehmung und Sehschérfe verfligt, um Farben und andere Objekte unter
dem Mikroskop zu unterscheiden.

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

Verfahren

Probenentnahme

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

Es konnen frische Blut- oder Knochenmarkausstriche oder mit Heparin antikoagulierte Proben
verwendet werden.> EDTA VERMEIDEN.® Blutausstriche sollten innerhalb von 8 Stunden nach
der Zubereitung zum Nachweis der Enzymaktivitat angeférbt werden. Sollte dies nicht maéglich
sein, kann der allméhliche Verlust der Aktivitat der alkalischen Phosphatase durch Fixierung
und Lagerung Uber Nacht im Gefrierschrank verzégert werden.® Die Ausstriche sind mindestens
1 Stunde vor dem Fixieren und 3 Stunden nach dem Fixieren vor dem Einfrieren zu trocknen.

Anmerkungen

Das Verfahren unter Verwendung von Positivkontrollen durchfiihren. Diese kdnnen von Patienten
mit pyogener Leukozytose oder von Frauen im dritten Trimester der Schwangerschaft oder in den
ersten Tagen nach der Geburt gewonnen werden. Bei diesen Personengruppen liegt der Wert der
alkalischen Phosphatase der Leukozyten gewdhnlich Giber 100. Eine Negativkontrolle kann aus
einem normalen fixierten Ausstrich hergestellt werden, indem dieser zur Inaktivierung des Enzyms
fir 1 Minute in kochendes Wasser getaucht wird. Kontrollausstriche sind bis zu 1 Jahr haltbar, wenn
sie fixiert und in Parafilm® verpackt bei -70 °C gelagert werden. Diese Ausstriche sollten mindestens
1 Stunde vor dem Fixieren und 3 Stunden nach dem Fixieren vor dem Einfrieren getrocknet werden.

Es wird dringend empfohlen, dass jedes Labor seinen eigenen zu erwartenden Bereich bestimmt,
der fir die lokale Bevolkerung charakteristisch ist.

Das Verfahren basiert auf der subjektiven Bewertung der geférbten Zellen. Dies kann zu

einer erheblichen Schwankung bei den ermittelten Bewertungen fiihren. Die Temperatur des
Reaktionsgemisches muss zwischen 18 und 26 °C gehalten werden. Bei niedrigeren Temperaturen
fallen die Ergebnisse deutlich niedriger aus. Bei Temperaturen tber 30 °C steigt die Aktivitat
deutlich an. Eosinophile lassen sich nicht anférben, sind aber anhand der zweigeteilten Zellkerne
und der groBen refraktilen Granula zu erkennen.

Bisher liegen nur wenige Daten Uber Verbindungen vor, die méglicherweise die Aktivitat der
leukozytéren alkalischen Phosphatase (LAPA) beeintrachtigen. Es ist bekannt, dass einige
Medikamente und andere Substanzen die Aktivitat der zirkulierenden alkalischen Phosphatase
beeinflussen konnen.® Orale Kontrazeptiva, Cortisol und Stress kénnen zu erhéhten Werten der
leukozytaren alkalischen Phosphatase fihren.?

Beim Menschen ist die Aktivitdt der alkalischen Phosphatase auf reife und stabférmige Granulozyten
beschrénkt. Gelegentlich kann eine schwache Farbung der Lymphozyten beobachtet werden.
Osteoblasten und Endothelzellen im Knochenmark zeigen eine starke Farbung.

Verfahren

HINWEIS: Bei Verwendung von Columbia-Farbetrégen das Reagenzvolumen durch 5 teilen.

1. 45 ml entionisiertes Wasser abmessen und die Temperatur auf 18-26 °C einstellen.

2. Herstellung der Diazoniumsalzldsung:

1 ml Natriumnitritldsung zu 1 ml alkalischer FRV-L&sung hinzuftigen

ODER

1 ml Natriumnitritldsung zu 1 ml alkalischer FBB-Losung hinzufiigen. Das Ganze durch

vorsichtiges Schwenken mischen. 2 Minuten ruhen lassen.

Die in Schritt 2 vorbereitete Losung zu dem entionisierten Wasser aus Schritt 1 geben.

4. 1 ml der alkalischen Naphthol AS-BI Losung zur verdiinnten Diazoniumsalzlésung (Schritt 3)
geben. Gut mischen und in einen Coplin-Féarbetrog geben.

5. Das Citrat-Aceton-Formaldehyd-Fixiermittel auf Raumtemperatur (18-26 °C) bringen. Die
Objekttrager durch Eintauchen in die Fixierlésung fiir 30 Sekunden fixieren. Vorsichtig
45 Sekunden lang mit entionisiertem Wasser abspiilen. Die Objekttréger nicht trocknen lassen.

6. Die Objekttréger in die alkalische Farbmischung (Schritt 4) geben und fur 15 Minuten bei
18-26 °C inkubieren. Die eingetauchten Objekttréger vor direktem Licht schitzen. Die
alkalische Farbstoffloésung nach Gebrauch entsorgen.

7. Die Objekttrager nach 15 Minuten Inkubation aus dem Coplin-Férbetrog entfernen und
2 Minuten lang mit entionisiertem Wasser abspilen. Die Objekttréager nicht trocknen lassen.

8. 2 Minuten lang gegenfarben. Bei Verwendung der alkalischen FRV-L6sung die Gegenféarbung
mit Hdmatoxylin-Lésung, Gill Nr. 3, vornehmen. Bei Verwendung der alkalischen FBB-L&sung
die Gegenfarbung mit gepufferter Neutralrot-Losung durchfihren.

9. Die Objekttrager grundlich in Leitungswasser abspuilen und an der Luft trocknen lassen.

10. Mikroskopisch untersuchen. Wenn das Abdecken mit einem Deckglas erforderlich ist, darf nur
ein wassriges Einbettungsmedium verwendet werden.

Leistungsmerkmale

w

Bewertungsverfahren

Den Ausstrich scannen (900-fache VergréBerung) und einen diinnen Bereich auswahlen, in dem
die Erythrozyten sich kaum beriihren. Bereiche mit Phosphataseaktivitat erscheinen, abhéngig
vom verwendeten Farbstoff, als blaue oder rote Granula. 100 konsekutive segmentkernige und
stabkernige neutrophile Granulozyten auswéahlen. Die Bewertung reicht von 0 bis 4+ auf der
Grundlage der Menge und Intensitat des ausgefallten Farbstoffs im Zytoplasma dieser Zellen.
Angaben zu den Charakteristika der Bewertung sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Die Summe der
Beurteilungen von 100 Zellen wird als Ergebnis gewertet.

Tabelle 1. Charakteristika der Bewertung*

Ausgefallter Azofarbstoff im Zytoplasma
Beurteilung Menge** GroBe der Intensitdt der Zytoplasma-Hintergrund
der Zelle (%) Granula Farbung
0+ Kein - Kein Kein
1+ 50 Klein Schwach bis méaBig Farblos bis sehr blassrosa
bzw -blau
2+ 50-80 Klein MaBig bis stark Farblos bis blassrosa bzw
-blau
3+ 80-100 Mittel bis groB Stark Farblos bis rosa bzw. blau
4+ 100 Mittel bis groB Leuchtend Nicht sichtbar

* Tabelle 1 zeigt eine Abwandlung der von Kaplow gemachten Beobachtungen.? 3

** Prozentualer Anteil des Zytoplasmavolumens, das vom Prézipitat eines Azofarbstoffs
eingenommen wird.
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Zur Ermittlung der leukozytédren alkalischen Phosphatase-Aktivitat (LAPA) wird die Anzahl der gezéhlten
Zellen mit dem Wert fir die Beurteilung der Zellen multipliziert. Diese Zahlen werden zur Ermittlung des
LAPA-Wertes addiert, wie in den folgenden Beispielen gezeigt:

Beurteilung Gezahlter LAPA-Wert
der Zelle Wert
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Gesamt 100 67

Die folgenden Werte von 40 gesunden Personen wurden bei Sigma-Aldrich nach dem beschriebenen
Verfahren ermittelt.

Echtrotviolett LB Echtblau BB
LAPA Mittelwert £1 SD 76+31 94+39
LAPA-Bereich 44-106 55-133

Die Bandbreite der normalen Werte ist groB und reicht von 20 bis 180. Die folgenden Werte wurden von
diesen 40 gesunden Personen ermittelt:

Echtrotviolett LB Echtblau BB
20-146 25-180

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

Analytische Leistungsmerkmale

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

Kat.- Beschreibung Ziel Intra- Intra-As- Inter- Inter-As-
Nr. des Produkts Assay- say-Empfind- Assay- say-Emp-
Spezifitat lichkeit Spezifitdt  findlichkeit

Alkalische Bereiche

861 Naphthol AS-BI der 3von3 3von3 3von3 3von3
Lésung Aktivitat
. Bereiche

862 Alkall_'ggzﬁ FRV- der 3von3 3von3 3von3 3von 3
9 Aktivitat
. Bereiche

ge3  Allalische FBB- der 3von 3 3von 3 3von 3 3von 3
9 Aktivitat
Natriumnitrit-  Bereiche

914 Lésun der 3von3 3von3 3von3 3von3
9 Aktivitat
Bereiche

915 Citratlésung der 3von3 3von3 3von3 3von3
Aktivitat

Hématoxylin-
GHS3 Lésung, Gill Nr. 3 Kerne 3von3 3von3 3von3 3von3
N6264 Neutralrot-Losung, Kerne 3von3 3von3 3von3 3von3

gepuffert
Warnungen und Gefahren

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

86C:

L ¥

H290 Kann &tzend auf Metalle wirken.

H302 Gesundheitsschéadlich beim Verschlucken.

H315 Verursacht Hautreizungen.

H317 Kann eine allergische Reaktion der Haut verursachen.
H319 Verursacht schwere Augenreizungen.

H335 Kann die Atemwege reizen.

H411 Giftig flr Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.
P234 Nur in der Originalverpackung aufbewahren.

P273 Freisetzung in die Umwelt ist zu vermeiden.

P280 Schutzhandschuhe/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.

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

P302 + P352 BEI HAUTKONTAKT: Mit viel Wasser waschen.

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

86R:

H290 Kann &tzend auf Metalle wirken.
H302 Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

H315 Verursacht Hautreizungen.

H318 Verursacht schwere Augenschaden.

H373 Kann bei Verschlucken bei ldngerer oder wiederholter Exposition die Organe (Niere) schadigen.
P234 Nur in der Originalverpackung aufbewahren.

P280 Schutzhandschuhe/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.

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

P302 + P352 BEI HAUTKONTAKT: Mit viel Wasser waschen.

P305 + P351 + P338 BEI AUGENKONTAKT: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spilen.
Kontaktlinsen entfernen, falls vorhanden und leicht durchzufiihren. Weiter spilen.
P314 Holen Sie sich arztlichen Rat/arztliche Hilfe, wenn Sie sich unwohl fihlen.

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

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

“ Hersteller

[E Anweisungen flr den Gebrauch
beachten

Katalognummer

Chargencode

—
o
S| |[E

Bevollmachtigter Vertreter in
der Europédischen Gemeinschaft/
Europdischen Union

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

o)
m

Medizinisches In-vitro-

Verfallsdatum ) -
Diagnosegerat

Vorsicht

@[3

«
/l’ Temperatur-Grenzwert
1

Datum der Herstellung Importeur

Bezeichnet den Bevollmachtigten in
[t [REP er Schwes.
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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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Sigma-Aldrich.

Mode d'emploi

Kit de phosphatase alcaline
leucocytaire

Procédure n° 86

Ce MRRCK

Utilisation prévue

Les kits de phosphatase alcaline de Sigma-Aldrich sont destinés a la coloration histologique
générale en laboratoire. Les réactifs de détection de la phosphatase alcaline sont destinés aux
professionnels et a un "usage en diagnostic in vitro" uniquement. Cette procédure histochimique
manuelle et qualitative met en évidence I'activité de la phosphatase alcaline dans les leucocytes
des frottis sanguins ou de moelle osseuse humains. La visualisation histologique de la phosphatase
alcaline associée aux leucocytes est une technique unique couramment utilisée en médecine.

Dans le tissu hématopoiétique, la phosphatase alcaline semble étre limitée aux neutrophiles en
bande et segmentés!2. Sa mise en évidence par capture simultanée a I'aide de naphtols substitués
et de sels de diazonium est peut-étre le premier exemple de test enzymatique cytochimique ayant
une signification clinique3.

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 systéemes enzymatiques, alors que les chlorures de diazonium sont moins
inhibiteurs®. C'est pourquoi Sigma-Aldrich propose désormais des solutions stables de Fast Red
Violet LB Base, de Fast Blue BB Base et de nitrite de sodium pour la cytochimie de la phosphatase
alcaline. Pour simplifier davantage ces méthodes, une solution stable de phosphate de naphtol AS-
Bl est également incluse.

Pour réaliser le test, les frottis sanguins fixés sont incubés a température ambiante (entre 18 et 26 °C)
dans une solution contenant du phosphate de naphtol AS-BI et du sel Fast Red Violet LB ou du sel Fast
Blue BB fraichement préparé, tamponné a un pH de 9,5 avec du 2-amino-2-méthyl-1,3-propanédiol
(AMPD). Les sites d'activité sont rouges ou bleus, selon le choix du sel de diazonium. La procédure
intégrant le Fast Red Violet LB est similaire a une méthode de référence proposée par le NCCLS®.
Réactifs

Solution alcaline de naphtol AS-BI (réf. 861-10ML)

Phosphate de naphtol AS-BI, 4 mg/ml, dans un tampon AMPD, 2 mol/l, pH 9,5. Avertissement.

Provoque une irritation cutanée. Provoque une sévére irritation des yeux. Peut irriter les voies
respiratoires. Eviter de respirer les vapeurs.

Solution alcaline-FRV (réf. 862-10ML)
Fast Red Violet LB Base, 5 mg/ml, dans de I'acide chlorhydrique, 0,4 mol/l, avec stabilisateur.
Avertissement. Nocif en cas d'ingestion.
Solution alcaline-FBB (réf. 863-10ML)

Fast Blue BB Base, 5 mg/ml, C.I. 37175 dans de I'acide chlorhydrique a 0,4 mol/| avec stabilisateur.
Solution de nitrite de sodium (réf. 914-10ML)

Nitrite de sodium, 0,1 mol/I.

Solution de citrate (réf. 915-50ML)

Acide citrique, 18 mmol/I, citrate de sodium, 9 mmol/I, chlorure de sodium, 12 mmol/l avec agent
tensioactif, tamponné a un pH de 3,6.

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

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

52,8 g/l, avec stabilisateurs. Danger. Nocif en cas d'ingestion. Provoque des Iésions oculaires
graves. Porter des gants de protection/un équipement de protection des yeux/du visage.

Solution de rouge neutre, tamponnée (réf. N6264-50ML)

Rouge neutre, certifié, 0,5 % p/v, C.I. 50040, dans un tampon acétate, pH 5,2. Conservateur ajouté.

Matériel spécial requis mais non fourni

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

Conservation et stabilité

Conserver la solution alcaline de naphtol AS-BI, la solution alcaline-FRV, la solution alcaline-FBB et
la solution de nitrite de sodium au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C). Les réactifs sont stables jusqu'a
la date limite d'utilisation. Conserver la solution de citrate au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C). Cette
solution peut étre utilisée en I'absence de croissance microbienne.

Conserver la solution d'hématoxyline et la solution de rouge neutre a température ambiante (entre
18 et 26 °C). Conserver la solution d'hématoxyline a I'abri de la lumiére. Les réactifs sont stables
jusqu'a la date limite d'utilisation.

Détérioration
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.

Fixateur a base de citrate-acétone-formaldéhyde : ajouter 65 ml d'acétone et 8 ml de
formaldéhyde a 37 % a 25 ml de solution de citrate, réf. 915-50ML. Verser la solution dans un
flacon en verre et boucher hermétiquement. Conserver cette solution au réfrigérateur (entre 2 et
8 °C). L'équilibrer entre 18 et 26 °C avant de I'utiliser. Elle est stable jusqu'a 4 semaines si elle est
conservée hermétiquement fermée au réfrigérateur.

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 fraichement préparés ou bien des
échantillons anticoagulés avec de I'néparines. EVITER L'EDTAS. Les frottis sanguins doivent étre
colorés dans les 8 heures suivant leur préparation pour rechercher I'activité enzymatique. Toutefois,
si cela n'est pas possible, la perte progressive de I'activité de la phosphatase alcaline peut étre
retardée en les fixant et en les stockant toute une nuit au congélateur®. Les frottis doivent étre
séchés pendant au moins 1 heure avant de les fixer et pendant 3 heures aprés avoir été fixés avant
de pouvoir étre congelés.

Remarques

Réaliser la procédure en utilisant des controles positifs. Ces contrdles peuvent provenir de patients
atteints d'une hyperleucocytose d'origine infectieuse ou bien de femmes au troisiéme trimestre de
grossesse ou pendant les premiers jours aprés la naissance. Les scores de la phosphatase alcaline
leucocytaire chez ces personnes dépassent généralement 100. Un contréle négatif peut étre préparé
a partir d'un frottis fixé normal en I'immergeant dans de I'eau bouillante pendant 1 minute afin
d'inactiver I'enzyme. Les frottis de contréle peuvent étre conservés jusqu'a 1 an s'ils sont stockés
fixés, enveloppés dans du Parafilm® a -70 °C. Ces frottis doivent étre séchés pendant au moins

1 heure avant d'étre fixés et pendant 3 heures apres avoir été fixés pour pouvoir étre congelés.

1l est vivement recommandé que chaque laboratoire établisse sa propre plage de valeurs attendues,
caractéristique de la population locale.

La procédure dépend de I'évaluation subjective des cellules colorées. Cela peut entrainer une
grande variation des scores obtenus. La température du mélange réactionnel doit étre maintenue
entre 18 et 26 °C. Des températures plus basses entrainent des résultats (scores) nettement
inférieurs. Au-dessus de 30 °C, une augmentation marquée de I'activité se produit. Les éosinophiles
ne se colorent pas, mais ils peuvent étre reconnus grace a leurs noyaux bilobés et a la présence de
gros granules réfractaires.

1l existe peu de données concernant les composés susceptibles d'interférer avec I'activité de la
phosphatase alcaline leucocytaire (PAL). Certains médicaments et d'autres substances sont connus
comme ayant un impact sur I'activité de la phosphatase alcaline circulante®. Les contraceptifs oraux,
le cortisol et le stress peuvent entrainer une augmentation des scores de la phosphatase alcaline
leucocytaire?.

Chez I'nomme, I'activité de la phosphatase alcaline est limitée aux granulocytes matures et aux
granulocytes en bande. Parfois, une faible coloration peut étre observée dans les lymphocytes. Les
ostéoblastes de la moelle osseuse et les cellules endothéliales sont fortement colorés.

Procédure

REMARQUE : En cas d'utilisation de cuves a coloration Columbia, diviser les volumes des réactifs par 5.

1. Mesurer 45 ml d'eau déionisée et ajuster la température entre 18 et 26 °C.

2. Préparer la solution de sel de diazonium :
Ajouter 1 ml de solution de nitrite de sodium & 1 ml de solution alcaline-FRV
ou
Ajouter 1 ml de solution de nitrite de sodium & 1 ml de solution alcaline-FBB. Mélanger
délicatement par inversion. Laisser reposer pendant 2 minutes.

3. Ajouter la solution préparée a |'étape 2 a l'eau déionisée de |'étape 1.

4. Ajouter 1 ml de solution alcaline de naphtol AS-BI a la solution de sel de diazonium diluée
(étape 3). Mélanger soigneusement et verser dans une cuve a coloration de Coplin.

5. Equilibrer le fixateur & base de citrate-acétone-formaldéhyde & température ambiante
(entre 18 et 26 °C). Fixer les lames en les immergeant dans la solution de fixation pendant
30 secondes. Rincer délicatement a I'eau déionisée pendant 45 secondes. Ne pas laisser les
lames sécher.

6. Ajouter les lames au mélange colorant alcalin (étape 4) et laisser incuber entre 18 et 26 °C
pendant 15 minutes. Protéger les lames immergées de la lumiére directe. Jeter le mélange
colorant alcalin apreés utilisation.

7. Apres les 15 minutes d'incubation, retirer les lames de la cuve a coloration de Coplin et les
rincer pendant 2 minutes dans de I'eau déionisée. Ne pas laisser les lames sécher.

8. Contre-colorer pendant 2 minutes. Si la solution alcaline-FRV est utilisée, contre-colorer avec
la solution d'hématoxyline de Gill n® 3. Si la solution alcaline-FBB est utilisée, contre-colorer
avec la solution de rouge neutre tamponnée.

9. Rincer soigneusement les lames avec de I'eau de ville et les laisser sécher & I'air libre.

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

Caractéristiques de performance

Méthode de détermination du score

Examiner le frottis (a I'objectif 900x) et sélectionner une petite zone ou les érythrocytes se
touchent a peine. Les sites d'activité de la phosphatase apparaissent sous forme de granulations
bleues ou rouges, selon le colorant utilisé. Sélectionner 100 granulocytes neutrophiles segmentés
et en forme de bande consécutifs. Leur attribuer un score compris entre 0 et 4+ en fonction de la
caractéristiques de détermination du score, voir le Tableau 1. La somme des scores de 100 cellules
est considérée comme le score final.

Tableau 1. Caractéristiques de détermination du score*

Colorant azoique précipité a l'intérieur du cytoplasme
Score Quantité** Taille des Intensité de la Fond du cytoplasme
des (%) granulations coloration
cellules

0+ Aucune - Aucune Aucune

1+ 50 Petite Faible @ modérée | Incolore a rose ou bleu trés pale

2+ 50-80 Petite Modérée a forte Incolore a rose ou bleu péle

3+ 80-100 Moyenne a Forte Incolore a rose ou bleu
grande

4+ 100 Moyenne a Intense Non visible
grande

* Le Tableau 1 constitue une modification des observations faites par Kaplow? 3.
** Pourcentage du volume du cytoplasme occupé par le colorant azoique précipité.
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Pour obtenir le score d'activité de la phosphatase alcaline leucocytaire (activité PAL), le nombre de cellules
comptées est multiplié par la valeur du score des cellules. Ces chiffres sont ensuite additionnés pour obtenir
le score final d'activité de la phosphatase alcaline leucocytaire, comme le montrent les exemples suivants :

Score des Score compté Score
cellul d'activité PAL
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Total 100 67

Les scores suivants issus de 40 individus en bonne santé ont été obtenus chez Sigma-Aldrich en utilisant
la procédure décrite.

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
Activité PAL 76+31 94+39
moyenne = 1 ET
Plage activité PAL 44-106 55-133

La plage des scores normaux est large, allant de 20 a 180. La plage suivante de scores a été obtenue a
partir de ces 40 individus en bonne santé :
Fast Red Violet LB Fast Blue BB
20-146 25-180
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 %.

Réf. Description du Cible  Spécificité Sensibilité Spécificité Sensibilité
produit intra-série intra-série inter-séries inter-séries
Solution alcaline Sites
861 de naphtol AS-BI  d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution alcaline- Sites
862 d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution alcaline- Sites
863 d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution de nitrite Sites
914 de sodium d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
. : Sites
915  Solution de citrate d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution
GHS3 d'hématoxyline de  Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Gill n° 3
N6264 Solution de rouge Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3

neutre, tamponnée

Avertissements et risques

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

86C:
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H290 Peut étre corrosif pour les métaux.

H302 Nocif en cas d'ingestion.

H315 Provoque une irritation cutanée.

H317 Peut provoquer une allergie cutanée.

H319 Provoque une séveére irritation des yeux.

H335 Peut irriter les voies respiratoires.

H411 Toxique pour les organismes aquatiques, entraine des effets néfastes a long terme.
P234 Conserver uniquement dans le récipient d'origine.

P273 Eviter le rejet dans I'environnement.

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

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

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

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

86R:

H290 Peut étre corrosif pour les métaux.
H302 Nocif en cas d'ingestion.

H315 Provoque une irritation cutanée.

H318 Provoque des Iésions oculaires graves.

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

P234 Conserver uniquement dans le récipient d'origine.
P280 Porter des gants de protection/un équipement de protection des yeux/du visage.

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

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

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

P314 Consulter un médecin en cas de malaise.

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

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

ul

Fabricant Référence

Consulter le mode d'emploi Numéro du lot

Déclaration de conformité de
I'Union européenne (définie dans
le reglement 2017/746 relatif aux

Représentant agréé dans la
Communauté européenne/I'Union

(]
q3

européenne dispositifs médicaux de diagnostic
in vitro)
- P Dispositif médical de diagnostic
2 Date limite d'utilisation in vitro
/ﬂ’ Limites de température & Attention
@ Date de fabrication % Importateur

Indique le représentant agréé en
Suisse
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Historique des révisions

Rév. 3.0 2014

Rév. 4.0 2016

Rév. 5.0 2023

Transfert vers un nouveau modeéle avec I'image de marque actuelle. Précision de I'usage
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"
par "Safety Data Sheet" dans la version anglaise. Mise a jour des coordonnées.
Suppression de I'instruction indiquant de suivre les normes et recommandations du CLSI
pour le prélévement des échantillons. Remplacement de la norme EN 980 par la norme
EN ISO 15223-1:2021 pour les symboles. Ajout de coordonnées en cas d'événements
indésirables. Ajout d'un tableau d'historique des révisions. Ajout de la section relative aux
avertissements et risques. Ajout des informations relatives au représentant suisse.

Rév. 6.0 2024

Correction du numéro de document interne.

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

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

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

Le M majuscule et Sigma-Aldrich sont des marques de commerce de Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne ou de ses
filiales. Toutes les autres marques sont la propriété de leurs détenteurs respectifs. Des informations détaillées sur
les marques de commerce sont disponibles via des ressources accessibles au public.

© 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

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



Rev. 6.0, 91784-LS, 2024

Sigma-Aldrich.

Istruzioni per I'uso

Kit per fosfatasi alcalina
leucocitaria

Procedura n. 86

Ce MRRCK

Uso previsto

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

di laboratorio. I reagenti per fosfatasi alcalina sono destinati soltanto alla "diagnostica in vitro"
professionale. Questa procedura qualitativa manuale istochimica rileva I'attivita di fosfatasi alcalina
nei leucociti di strisci ematici o midollari di campioni umani. La visualizzazione istologica della
fosfatasi alcalina associata ai leucociti & una tecnica unica al momento comunemente utilizzata in
medicina.

Nel tessuto ematopoietico, la fosfatasi alcalina appare limitata ai neutrofili bandati e segmentati.!?
La sua dimostrazione tramite acquisizione simultanea utilizzando sostituti di naftoli e sali di diazonio
¢, forse, il primo esempio di test citochimico per I'identificazione dell'attivita enzimatica avente
valenza clinica.?

La maggior parte delle procedure, incluse quelle fornite 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 soluzioni stabili di Fast Red Violet LB
Base, Fast Blue BB Base e nitrito di sodio per la citochimica della fosfatasi acida. Per semplificare
ulteriormente questo metodo, la dotazione include una soluzione stabile di naftolo AS-BI fosfato.

Per eseguire il test, incubare gli strisci ematici fissati a temperatura ambiente (18-26 °C) in una
soluzione contenente naftolo AS-BI fosfato e sale Fast Red Violet LB preparato al momento o sale
Fast Blue BB tamponato a pH 9,5 con 2-ammino-2-metil-1,3-propandiolo (AMPD). Le sedi di attivita
sono di colore rosso o blu in funzione della scelta del sale di diazonio. La procedura che include Fast
Red Violet LB & simile a un metodo di riferimento approvato dall'NCCLS proposto.®

Reagenti

Soluzione alcalina di naftolo AS-BI (N. di cat. 861-10ML)

Naftolo AS-BI fosfato, 4 mg/ml, in tampone con AMPD, 2 mol/I, pH 9,5. Avvertenza. Provoca
irritazione cutanea. Provoca grave irritazione oculare. Puo irritare le vie respiratorie. Evitare di
respirare i vapori.

Soluzione alcalina FRV (N. di cat. 862-10ML)

Base Fast red violet LB, 5 mg/ml, in acido cloridrico, 0,4 mol/l, con stabilizzante. Avvertenza.
Nociva se ingerita.

Soluzione alcalina FBB (N. di cat. 863-10ML)

Soluzione Fast blue BB base, 5 mg/ml, C.I. 37175, in acido cloridrico, 0,4 mol/I, con stabilizzante.
Soluzione di nitrito di sodio (N. di cat. 914-10ML)

Nitrito di sodio, 0,1 mol/I.

Soluzione di citrato (N. di cat. 915-50ML)

Acido citrico, 18 mmol/I, citrato di sodio, 9 mmol/I, cloruro di sodio, 12 mmol/| con tensioattivo,
tamponato a pH 3,6.

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

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

Soluzione di rosso neutro, tamponata (N. di cat. N6264-50ML)

Rosso neutro, certificato, 0,5% p/v, C.I. 50040, in tampone acetato, pH 5,2. Aggiunto conservante.

Materiali specifici necessari, ma non forniti in dotazione

e Acetone, reagente grado ACS
e Formaldeide, 37% ACS

Conservazione e stabilita

Conservare la soluzione alcalina di naftolo AS-BI, la soluzione alcalina FRY, la soluzione alcalina

FBB e la soluzione di nitrito di sodio in frigorifero (2-8 °C). I reagenti sono stabili fino alla data di
scadenza indicata in etichetta. Conservare la soluzione di citrato in frigorifero (2-8 °C). La soluzione
& idonea per I'uso in assenza di crescita microbica.

Conservare la soluzione di ematossilina e la soluzione di rosso neutro a temperatura ambiente
(18-26 °C). Tenere la soluzione di ematossilina al riparo dalla luce. I reagenti sono stabili fino alla
data di scadenza indicata in etichetta.

Deterioramento

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.

Fissativo a base di citrato-acetone-formaldeide: aggiungere 65 ml di acetone e 8 ml di
formaldeide al 37% a 25 ml di soluzione di citrato, N. di cat. 915-50ML. Versare in un flaconcino
di vetro e avvitare bene il tappo. Conservare in frigorifero (2-8 °C). Scaldare a 18-26 °C prima
dell'uso. Stabile fino a 4 settimane se conservato ben chiuso in frigorifero.

Precauzioni

Questi IVD sono destinati alla diagnostica in vitro in un ambiente di laboratorio clinico. Questi
IVD sono destinati esclusivamente all'uso professionale da parte di personale qualificato. Gli IVD
Sigma-Aldrich devono essere utilizzati da personale di laboratorio addestrato alla manipolazione
di campioni biologici umani potenzialmente infettivi, come anche all'uso di microscopi e altre
apparecchiature di laboratorio, che abbia la percezione del colore e I'acuita visiva necessari a
distinguere i colori e altri oggetti al microscopio.

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

Procedura

Raccolta dei campioni

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

E possibile utilizzare strisci o campioni di sangue o midollo osseo preparati al momento, con
eparina.’ EVITARE EDTA.® Gli strisci ematici devono essere colorati per |'attivita enzimatica entro

8 ore dalla preparazione. Tuttavia, se cid non fosse possibile, la graduale perdita di attivita della
fosfatasi alcalina puo essere ritardata mediante fissazione e conservazione durante la notte in
congelatore.® Gli strisci devono essere asciugati almeno 1 ora prima della fissazione e 3 ore dopo la
fissazione prima di riporli in congelatore.

Note

Eseguire la procedura utilizzando controlli positivi. Questi possono essere ottenuti da pazienti con
leucocitosi piogenica o da donne al terzo trimestre di gravidanza o durante i primi giorni dopo il
parto. I punteggi assegnati alla valutazione della fosfatasi alcalina leucocitaria in questi individui
sono in genere superiori a 100. E possibile preparare un controllo negativo da un normale striscio
fissato immergendolo in acqua bollente per 1 minuto per inattivare I'enzima. Gli strisci di controllo
possono essere conservati fino a 1 anno se fissati, avvolti in Parafilm® a -70 °C. Questi strisci
devono essere asciugati almeno 1 ora prima della fissazione e 3 ore dopo la fissazione prima di
essere riposti in congelatore.

Si raccomanda vivamente che ogni laboratorio stabilisca un proprio range di riferimento,
caratteristico per la popolazione locale.

La procedura dipende dalla valutazione soggettiva delle cellule colorate. Cio pud comportare
un'ampia variazione delle valutazioni ottenute. La temperatura della miscela di reazione deve essere
mantenuta tra 18 °C e 26 °C. Temperature pill basse daranno punteggi significativamente pit bassi.
In caso di temperature superiori a 30 °C si verificheranno punteggi marcatamente piu elevati. Gli
eosinofili non si colorano, ma si possono riconoscere dai nuclei bilobati e dai grossi granuli refrattari.

Sono scarsi i dati riguardanti i composti che possono interferire con I'attivita della fosfatasi alcalina
leucocitaria (LAPA). E noto che alcuni farmaci e altre sostanze influenzano I'attivita della fosfatasi
alcalina in circolo.® I contraccettivi orali, il cortisolo e lo stress possono produrre un punteggio
elevato alla valutazione della fosfatasi alcalina leucocitaria.?

Nell'uomo, I'attivita della fosfatasi alcalina € limitata ai granulociti maturi e a banda. Talvolta nei
linfociti si puo riscontrare una colorazione debole. Gli osteoblasti e le cellule endoteliali del midollo
osseo si colorano marcatamente.

Procedura
NOTA: se si usano le vaschette di tipo Columbia, dividere i volumi dei reagenti per 5.

1. Misurare 45 ml di acqua deionizzata e regolare la temperatura a 18-26 °C.

2. Preparare la soluzione di sale di diazonio:
Aggiungere 1 ml di soluzione di nitrito di sodio a 1 ml di soluzione alcalina FRV

OPPURE
Aggiungere 1 ml di soluzione di nitrito di sodio a 1 ml di soluzione alcalina FBB. Mescolare
delicatamente per inversione. Lasciare riposare per 2 minuti.
Aggiungere la soluzione preparata nel punto 2 all'acqua deionizzata del punto 1.

4. Aggiungere 1 ml di soluzione alcalina di naftolo AS-BI alla soluzione di sale di diazonio diluito
(punto 3). Mescolare bene e versare in una vaschetta tipo Coplin.

5. Portare il fissativo a base di citrato-acetone-formaldeide a temperatura ambiente (18-26 °C).
Fissare i vetrini immergendoli nella soluzione fissativa per 30 secondi. Sciacquare
delicatamente con acqua deionizzata per 45 secondi. Non far asciugare i vetrini.

6. Immergere i vetrini nella miscela soluzione alcalina-colorante (punto 4) e incubare a 18-26 °C
per 15 minuti. Tenere i vetrini al riparo dalla luce diretta. Scartare la miscela soluzione
alcalina-colorante dopo I'uso.

7. Dopo 15 minuti di incubazione, estrarre i vetrini dalla vaschetta tipo Coplin e sciacquarli per
2 minuti con acqua deionizzata. Non far asciugare i vetrini.

8. Controcolorare per 2 minuti. Se si usa la soluzione alcalina FRV, controcolorare con soluzione
di ematossilina di Gill, N. 3. Se si usa la soluzione alcalina FBB, controcolorare con soluzione di
rosso neutro, tamponata.

9. Sciacquare accuratamente i vetrini con acqua corrente e asciugarli all'aria.

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

Caratteristiche prestazionali

w

Metodo di valutazione

Eseguire la scansione del vetrino (900X) e selezionare un'area sottile in cui gli eritrociti a malapena
si toccano. Le sedi di attivita della fosfatasi appariranno come granuli blu o rossi, in funzione

del colorante utilizzato. Selezionare 100 granulociti neutrofili segmentati e a banda consecutivi.
Assegnare un punteggio da 0 a 4+ in funzione della quantita e dell'intensita del colorante
precipitato riscontrabile all'interno del citoplasma di queste cellule. Per le caratteristiche del
punteggio, consultare la Tabella 1. La somma delle valutazioni di 100 cellule da il punteggio finale.

Tabella 1. Caratteristiche del punteggio*

Colorante azoico precipitato nel citoplasma

Valutazione Quantita** Dimensione del Intensita della Sfondo del citoplasma
per cellula (%) granulo colorazione
0+ Ness. - Ness. Ness.
1+ 50 Piccola Da debole a Da incolore a rosa o blu
moderata molto pallido
2+ 50-80 Piccola Da moderata a Da incolore a rosa chiaro
forte o blu
3+ 80-100 Da media a Forte Da incolore a rosa o blu
grande
4+ 100 Da media a Brillante Non visibile
grande

* La tabella 1 illustra I'oscillazione delle osservazioni fatte da Kaplow.? 3

** Percentuale del volume di citoplasma occupato dal precipitato di colorante azoico.



Per ottenere il punteggio dell'attivita della fosfatasi alcalina leucocitaria (LAPA), moltiplicare il numero
di cellule contate per il valore risultante dalla valutazione per singola cellula. Sommando queste cifre si
ottiene il punteggio LAPA come esemplificato di seguito:

Valutazione Punteggio Punteggio
per cellula contato LAPA
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Totale 100 67

I seguenti punteggi sono stati ottenuti presso Sigma-Aldrich su 40 soggetti sani utilizzando la procedura
descritta.

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
Valore medio di LAPA 76+31 94+39
+ 1SD
Range di LAPA 44-106 55-133

L'intervallo dei punteggi riportati dai soggetti sani € ampio, da 20 a 180. Sui 40 soggetti sani in
questione il range di oscillazione dei punteggi ¢ stato il seguente:

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
20-146 25-180

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

Caratteristiche di prestazione analitica

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

H373 Puo provocare danni agli organi (reni) in caso di esposizione prolungata o ripetuta, se ingerito.
P234 Conservare soltanto nell'imballaggio originale.
P280 Indossare guanti protettivi/proteggere gli occhi/il viso.

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

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

P305 + P351 + P338 IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare accuratamente con
acqua per parecchi minuti. Togliere le eventuali lenti a contatto se & agevole farlo. Continuare a
sciacquare.
P314 In caso di malessere, consultare un medico.
Se durante I'utilizzo di questo dispositivo, o a seguito di questo, si & verificato un
grave incidente, segnalarlo al fabbricante e/o al suo rappresentante autorizzato e
alla propria autorita nazionale.
Definizioni dei simboli
Simboli da usare in conformita con la norma EN ISO 15223-1:2021

Fabbricante Numero di catalogo

Consultare le istruzioni per I'uso Codice del lotto

Rappresentante autorizzato nella
Comunita europea/Unione europea

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

Dispositivo medico-diagnostico

Data di scadenza .
in vitro

Limite di temperatura A Attenzione
N.di Descrizione del Target Specificita Sensibilita Specificita Sensibilita Data di fabbricazione % Importatore
cat. prodotto intra_- intra_- inten:- inter:-
== == == == Indica il rappresentante autorizzato
861 Soluzione alcalina  Sedi di 3su3 3su3 3su3 3su3 in Svizzera
di naftolo AS-BI attivita
gep ~Seluzionealcalina - Sedidl 5,3 3su3 3su3 3su3 Bibliografia
n n P 1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp
ge3 ~Soluzinealcalina - sedidl 5, 3 3su3 3su3 3su3 Pathol 10:253, 1929
" — — 2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphatase
914 50'”2';”:03;0“'“'“ g’tiet?\/llsal 3su3 3su3 3su3 3su3 activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955
Sedi di 3. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, Park Ridge
915  Soluzione di citrato atti\;it'al 3su3 3su3 3su3 3su3 (NJ), 1982, pp 248-250
Soluzione di 4. Burstone MS: IN Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic
o . . Press, New York, 1962, pp 88-113
GHS3 emgtiﬁss',\lllln?’a di Nuclei 3su3 3su3 3sus 3su3 5. Proposed Standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4, No.
Soluzi L d 14, National Committee for Clinical Laboratory Standards
N6264 >0luzione di rosso ;i 3su3 3su3 3su3 3su3 6. Young DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.

neutro, tamponata
Avvertenze e pericoli

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

86C:

3

¥

H290 Puo essere corrosivo per i metalli.

H302 Nocivo se ingerito.

H315 Provoca irritazione cutanea.

H317 Puo provocare una reazione allergica cutanea.

H319 Provoca grave irritazione oculare.

H335 Puo irritare le vie respiratorie.

H411 Tossico per gli organismi acquatici con effetti di lunga durata.
P234 Conservare soltanto nell'imballaggio originale.

P273 Non disperdere nell'ambiente.

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

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

P302 + P352 IN CASO DI CONTATTO CON LA PELLE: lavare abbondantemente con acqua.
P305 + P351 + P338 IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare accuratamente con

acqua per parecchi minuti. Togliere le eventuali lenti a contatto se & agevole farlo. Continuare a
sciacquare.

86R:

H290 Puo essere corrosivo per i metalli.
H302 Nocivo se ingerito.
H315 Provoca irritazione cutanea.

H318 Provoca gravi lesioni oculari.

1997,34(6):579-581
7. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann New
York Acad Sci 155:911, 1968

Recapiti
Per effettuare un ordine, visitare il nostro sito web all'indirizzo SigmaAldrich.com. Per il servizio di

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

Cronologia delle revisioni

Rev. 3.0 2014

Rev. 4.0 2016

Rev. 5.0 2023

Trasferito a un nuovo modello con il marchio attuale. Specificato "per uso professionale"
nelle sezioni "Uso previsto" e "Precauzioni". Modificata la sezione "Uso previsto" per
allinearla alle linee guida dell'IVDR. Modificato "scheda dati di sicurezza dei materiali" in
"scheda dati di sicurezza". Aggiornati i recapiti. Eliminate le istruzioni per conformarsi
allo standard CLSI per la raccolta dei campioni. Sostituita I'indicazione della norma EN
980 con quella della norma EN ISO 15223-1:2021 per i simboli. Aggiunti recapiti da
contattare in caso di eventi avversi. Aggiunta la cronologia delle revisioni. Aggiunta la
sezione "Avvertenze e pericoli". Aggiunte le informazioni sul rappresentante in Svizzera
(CH-REP).
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Sigma-Aldrich.

Instrucciones de uso

Kit de fosfatasa alcalina
leucocitaria

Procedimiento n.° 86

Ce MRRCK

Uso previsto

Los kits de fosfatasa alcalina Sigma-Aldrich estan pensados como tincién histoldgica de uso general

en laboratorios. Los reactivos de fosfatasa alcalina son exclusivamente para «uso diagndstico in vitro»
profesional. Este procedimiento manual semicuantitativo detecta la actividad fosfatasa alcalina en los
leucocitos en sangre o en ldminas de médula désea humanas. La visualizacion histoldgica de la fosfatasa
alcalina asociada representa una técnica Unica en la actualidad y es cominmente utilizada en medicina.

En el tejido hematopoyético, la fosfatasa alcalina aparece restringida a los neutrofilos en banda y
segmentados.!? Su demostraciéon mediante captura simultdnea utilizando naftoles sustituidos y sales de
diazonio es, quizas, el primer ejemplo de una prueba enzimatica citoquimica con importancia clinica.?

La mayoria de los procedimientos, incluidos los proporcionados por Sigma-Aldrich, emplean sales
de diazonio estables. Se forman haciendo reaccionar una arilamina con nitrito de sodio en un medio
acido.* El cloruro de diazonio resultante (normalmente inestable) puede tratarse entonces con
compuestos como el cloruro de zinc, el sulfato de zinc o el naftaleno-1,6-disulfonato, formando
sales estables. Estos estabilizadores pueden ejercer una marcada inhibicion sobre algunos sistemas
enzimaticos, mientras que los cloruros de diazonio son menos inhibidores. Por esta razén, Sigma-
Aldrich proporciona ahora una solucién estable de base Fast Red Violet LB, base Fast Blue BB y
nitrito de sodio para la citoquimica de la fosfatasa acida. Para simplificar aiun mas estos métodos,
se incluye una solucién de fosfato de naftol AS-BI.

Para realizar la prueba, las laminas de sangre fijadas se incuban a temperatura ambiente (18-26 °C)
en una solucién que contiene fosfato de naftol AS-BI y sal Fast Red Violet LB recién preparada o

sal Fast Blue BB amortiguada a pH 9,5 con 2-amino-2-metil-1,3-propanediol (AMPD). Los sitios de
actividad son rojos o azules dependiendo de la eleccién de la sal de diazonio. El procedimiento que
incorpora el Fast Red Violet LB es similar a un método de referencia propuesto por el NCCLS.5
Reactivos

Solucidn alcalina de naftol AS-BI (N.° de cat. 861-10ML)

Fosfato de naftol AS-BI, 4 mg/ml, en amortiguador AMPD, 2 mol/l, pH 9,5. Advertencia. Provoca irritacion
cutanea. Provoca irritacion ocular grave. Puede irritar las vias respiratorias. Evitar respirar vapores.

Solucion alcalina FRV (N.° de cat. 862-10ML)

Base Fast Red Violet LB, 5 mg/ml, en &cido clorhidrico, 0,4 mol/|, con estabilizador. Advertencia.
Nocivo en caso de ingestion.

Solucién alcalina FBB (N.° de cat. 863-10ML)

Base Fast Blue BB, 5 mg/ml, C.I. 37175, en &cido clorhidrico, 0,4 mol/I, con estabilizador
Solucidén de nitrito de sodio (N.° de cat. 914-10ML)

Nitrito de sodio, 0,1 mol/I

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

Acido citrico, 18 mmol/l, citrato de sodio, 9 mmol/I, cloruro de sodio, 12 mmol/I con tensioactivo,
amortiguado a pH 3,6

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

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

Solucién de rojo neutro, amortiguada (N.° de cat. N6264-50ML)

Rojo neutro, certificado, 0,5 % p/v, C.I. 50040, en solucién amortiguadora de acetato, pH 5,2.
Conservante afiadido.

Material especial necesario pero no suministrado
e Acetona, reactivo ACS

* Formaldehido al 37 % ACS

Almacenamiento y estabilidad

Almacenar la solucion alcalina de naftol AS-BI, la solucién alcalina FRV, la solucién alcalina FBB y la
solucién de nitrito de sodio en el frigorifico (2-8 °C). Los reactivos son estables hasta la fecha de
caducidad. Almacenar la solucién de citrato en el frigorifico (2-8 °C). La solucién es adecuada para
su uso en ausencia de crecimiento microbiano.

Conservar la solucién de hematoxilina y la solucién de rojo neutro a temperatura ambiente (18-26 °C).
Proteger la solucién de hematoxilina de la luz. Los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad.

Deterioro

Desechar la solucién de hematoxilina si se vuelve marrén (sobreoxidacion por aire) o purpura
(pérdida de acidez).

Preparacion
Los reactivos se suministran listos para su uso.

Fijador de citrato-acetona-formaldehido: A 25 ml de solucién de citrato, N.° de cat 915-50ML,
afiadir 65 ml de acetona y 8 ml de formaldehido al 37 %. Colocar en un frasco de vidrio y tapar
bien. Conservar en el frigorifico (2-8 °C). Calentar a 18-26 °C antes de usar. Estable hasta

4 semanas si se almacena bien tapado en el frigorifico.

Precauciones

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

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

Procedimiento

Recogida de la muestra

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

Pueden utilizarse laminas de sangre fresca o de médula dsea o muestras anticoaguladas con
heparina.® EVITAR EL EDTA.® Los frotis de sangre deben tefiirse para detectar la actividad
enzimatica dentro de las 8 horas siguientes a su preparacion. Sin embargo, si esto no es posible,
la pérdida gradual de la actividad de la fosfatasa alcalina puede retrasarse mediante la fijacion y el
almacenamiento durante la noche en el congelador.® Las ldminas deben secarse al menos 1 hora
antes de la fijacion y 3 horas después de la fijacién antes de la congelacion.

Notas

Realizar el procedimiento utilizando controles positivos. Pueden obtenerse de pacientes con leucocitosis
piogénica, o de mujeres en el tercer trimestre del embarazo o durante los primeros dias del puerperio.
Las puntuaciones de la fosfatasa alcalina leucocitaria de estas personas suelen ser superiores a 100. Se
puede preparar un control negativo a partir de un frotis normal fijado sumergiéndolo en agua hirviendo
durante 1 minuto para inactivar la enzima. Las laminas de control pueden conservarse hasta 1 afio si se
almacenan fijadas, envueltas en Parafilm® a -70 °C.Estas laminas deben secarse al menos 1 hora antes
de la fijacién y 3 horas después de la fijacion antes de la congelacion.

Se recomienda encarecidamente que cada laboratorio establezca su propio intervalo esperado,
caracteristico para la poblacién local.

El procedimiento depende de la valoracion subjetiva de las células tefiidas. Esto puede dar lugar a

una amplia variacion de las clasificaciones obtenidas. La temperatura de la mezcla de reaccion debe
mantenerse entre 18-26 °C. Las temperaturas mas bajas daran lugar a puntuaciones significativamente
mas bajas. Por encima de los 30 °C, se produce un marcado aumento de la actividad. Los eosindfilos no
se tifien pero pueden reconocerse por sus nlcleos bilobulados y los grandes granulos refractarios.

Hay pocos datos sobre los compuestos que pueden interferir con la actividad de la fosfatasa alcalina
leucocitaria (LAPA). Se sabe que ciertos farmacos y otras sustancias influyen en la actividad de la
fosfatasa alcalina circulante.® Los anticonceptivos orales, el cortisol y el estrés pueden provocar un
aumento de la fosfatasa alcalina leucocitaria.®

En los seres humanos, la actividad de la fosfatasa alcalina estd restringida a los granulocitos
maduros y cayados. Ocasionalmente puede observarse una débil tincion en los linfocitos. Los
osteoblastos de la médula dsea y las células endoteliales se tifien en gran medida.

Procedimiento
NOTA: Para usar con los frascos Columbia, dividir los volimenes de reactivos entre 5.
1. Medir 45 ml de agua desionizada y ajustar la temperatura a 18-26 °C.

2. Preparar la solucién de sal de diazonio:
Afadir 1 ml de solucién de nitrito de sodio a 1 ml de solucion alcalina de FRV

Afiadir 1 ml de solucién de nitrito de sodio a 1 ml de solucién alcalina de FBB. Mezclar por
inversion suave. Dejar reposar durante 2 minutos.
Afiadir la solucidn preparada en el paso 2 al agua desionizada del paso 1.

4. Afiadir 1 ml de solucién alcalina de naftol AS-BI a la solucion de sal de diazonio diluida (Paso
3). Mezclar a fondo y verter en un frasco Coplin.

5. Llevar el fijador de citrato-acetona-formaldehido hasta la temperatura ambiente (18-26 °C). Fijar
los portaobjetos sumergiéndolos en la solucion fijadora durante 30 segundos. Aclarar suavemente
en agua desionizada durante 45 segundos. No dejar que los portaobjetos se sequen.

6. Afadir los portaobjetos a la mezcla alcalina-tinte (paso 4) e incubar a 18-26 °C durante
15 minutos. Proteger los portaobjetos sumergidos de la luz directa. Desechar la mezcla
alcalina-tinte después de su uso.

7. Tras 15 minutos de incubacion, retirar los portaobjetos del frasco Coplin y enjuagar durante
2 minutos en agua desionizada. No dejar que los portaobjetos se sequen.

8. Hacer contratincién durante 2 minutos. Si se utiliza la solucion alcalina FRV, hacer
contratincion con la solucién de hematoxilina, Gill n.° 3. Si se utiliza la solucién alcalina FBB,
hacer contratincion con la solucién roja neutra, amortiguada.

9. Aclarar los portaobjetos con agua del grifo y dejar secar al aire.

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

Caracteristicas de funcionamiento

w

Método de puntuacion

Examinar la Idmina (900X) y seleccionar una zona fina en la que los eritrocitos apenas se toquen.
Los sitios de actividad de la fosfatasa apareceran como granulos azules o rojos, dependiendo del
colorante utilizado. Seleccionar 100 granulocitos neutréfilos consecutivos segmentados y en forma
de cayado. Clasificar de 0 a 4+ en funcién de la cantidad e intensidad del colorante precipitado en
el citoplasma de estas células. Para conocer las caracteristicas de la puntuacion, consultar la tabla
1. La suma de las valoraciones de 100 células se considera la puntuacion.

Tabla 1. Caracteristicas de la puntuaciéon*

Tinte azoico precipitado en el citoplasma
Clasificacion Cantidad** Tamaiio del Intensidad de la Fondo del citoplasma
de las (%) granulo tincion
células
0+ Ninguno - Ninguno Ninguno
1+ 50 Pequefio De débil a De incoloro a rosa muy
moderada palido o azul
2+ 50-80 Pequefio De moderada a De incoloro a rosa pélido
fuerte o0 azul
3+ 80-100 De mediano a Fuerte De incoloro a rosa o azul
grande
4+ 100 De mediano a Brillante No es visible
grande

* La tabla 1 representa la modificacion de las observaciones realizadas por Kaplow.2 3

** Porcentaje del volumen del citoplasma ocupado por el precipitado de colorante azoico.
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Para obtener la puntuacion de la actividad de la fosfatasa alcalina leucocitaria (LAPA), el nimero de H318 P lesi |
células contadas se multiplica por el valor de la clasificacion celular. Estas cifras se suman para obtener rovoca lesiones oculares graves.

la puntuacion LAPA como se muestra en los siguientes ejemplos: H373 Puede provocar dafios en los drganos (rifion) tras exposiciones prolongadas o repetidas en

Clasificacion de las células Puntuacion contada Puntuacién LAPA caso de ingestion.
0 60 0 P234 Conservar Unicamente en el embalaje original.
s 20 20 P280 U tes/equipo d teccio | jos/I.
>+ 12 8 sar guantes/equipo de proteccién para los ojos/la cara.
3+ 5 15 P301 + P312 EN CASO DE INGESTION: Llamar a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a
un médico si la persona no se encuentra bien.
4+ 1 4
Total 100 67 P302 + P352 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con abundante agua.
Las siguient tuaci de 40 individ btuvi Si -Aldrich mediante el
pfscﬂgi“n'ﬁgnii B aciones de 4B Indlviduos sanos se ebtdvieron en sigma-Aldrich mediante € P305 + P351 + P338 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
Fast Red Violet LB Fast Blue BB facilidad. Proseguir con el lavado.
LAPA Media + 15D 76+31 94+39 P314 Consultar a un médico en caso de malestar.
Intervalo LAPA 44-106 55-133 ) ) .
El intervalo de las puntuaciones normales es amplio, variando de 20 a 180. Se obtuvieron los siguientes Si durante el uso de este dispositivo o como resultado de su uso, se produce un
intervalos de puntuacion de esas 40 personas normales: |nC|dentt_a grave, !nforme de ello al fabricante o a su representante autorizadoy a
su autoridad nacional.
Fast Red Violet LB Fast Blue BB Definiciones de los simbolos
20-146 25-180 Simbolos definidos en la norma EN 1SO 15223-1:2021
Si los resultados observados varian de los esperados, pongase en contacto con el Servicio Técnico de
Sigma-Aldrich. “ Fabricante Namero de catalogo
Caracteristicas de funcionamiento analitico [ Consultar instrucciones de uso Codigo de lote
Los resultados del funcionamiento analitico de las pruebas realizadas en todas las estructuras objetivo
confirman una sensibilidad, especificidad y repetibilidad del 100 %. Declaracion UE de conformidad
Representante autorizado en la c € (definida en el Reglamento (UE)
N.° de Descripcion del Objetivo Especificidad Sensibilidad Especificidad Sensibilidad Comunidad Europea/Unién Europea 2017/746 sobre los productos
cat. producto intraensayo intraensayo interensayo interensayo sanitarios para diagndstico in vitro)
" ) Lugares
Solucién alcalina I . ‘o K .
861 de naftol AS-BI _dg 3de3 3de3 3de3 3de3 g Fecha de caducidad pnsposntlvo médico de diagndstico
actividad in vitro
" } Lugares o P
862 Soluci6n alcalina %e 3de3 3de3 3de3 3de3 /#’ Limite de temperatura A Precaucién
actividad
Lugares M Fecha de fabricacion % Importador
ge3  Soluddnalcalina - “ge 3de3 3de3 3de3 3de3 indicn e autorizad
actividad ndica el representante autorizado
914  Solucion denitrito g 3de3 3de3 3de3 3de3 -
actividad Referencias
i6 Lugares 1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Ex
915 Solucién de e 3de3 3de3 3de3 3de3 pathol 10:253, 1029 P
— activida 2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphtase
Solucion de i activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955
GHS3 hemat;')>élll3na, Gill - Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3 3. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, New Jersey,
Soludén d 1982, pp 248-250
olucion de . i ; ication i f
N6264 Fojo neutro, Nicleos 3de3 3de3 3de3 3de3 4. Eggss:orlllee\l;/lio:s Elr;zsyzmi;hssgcicﬂ%mlstry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic
rtiguad , , ’
amortiguada 5. Proposed Standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4, No 14,
Advertencias Yy pe|ig ros National Committee for Clinical Laboratory Standards
Consulte la ficha de seguridad y el etiquetado del producto para obtener informacién actualizada sobre 6. \{ggr;%[ﬁéﬁg%t_ssgflmws on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Blochemistry.
riesgos, peligros o seguridad. 4 .
86(g: » PEllg 9 7. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann New

York Acad Sci 155:911, 1968
Informacioén de contacto

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

Historial de revisiones

Rev. 3.0 2014
H290 Puede ser corrosivo para los metales.
. . L. Rev. 4.0 2016
H302 Nocivo en caso de ingestion.
R . Rev. 5.0 2023
H315 Provoca irritacién cutanea. . . » .
Transferido a la nueva plantilla con la marca actual. Especificado para uso profesional
H317 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel. 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

H319 Provoca irritacién ocular grave. material a la ficha de datos de seguridad. Se ha actualizado la informacién de contacto.

H335 Puede irritar las vias respiratorias Se ha eliminado la instrucciéon de seguir el CLSI para la recogida de muestras. Se ha
P . eliminado la norma EN 980 y se ha cambiado a la norma EN ISO 15223-1:2021 en
H411 Téxico para los organismos acuaticos, con efectos duraderos. los simbolos. Se ha afiadido la informacion de contacto en caso de acontecimientos
adversos. Se ha afiadido una tabla del historial de revisiones. Se han afiadido
P234 Conservar Unicamente en el embalaje original. advertencias y peligros. Se ha afiadido informacion del represente de Suiza.
P273 No dispersar en el medio ambiente. Rev. 6.0 2024
P280 Usar guantes/equipo de proteccion para los ojos/la cara. Se ha corregido el nimero de documento interno.

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

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

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Enjuagar con agua cuidadosamente u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 % 64271
durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto cuando estén presentes y pueda hacerse con St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
facilidad. Proseguir con el lavado. an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany
Darmstadt, Germany
86R: +1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

H290 Puede ser corrosivo para los metales. La M inicial y Sigma-Aldrich son marcas comerciales registradas de Merck KGaA, Darmstadt, Alemania o sus

- . - filiales. Todas las demas marcas comerciales son propiedad de sus respectivos duefios. Puede consultarse la
H302 Nocivo en caso de ingestion. X . . prop p .
informacion detallada sobre las marcas comerciales en recursos accesibles al publico.

H315 Provoca irritacion cutanea. © 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

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

Brugsanvisning

Alkalisk fosfatase-saet
til leukocytter

Procedure nr. 86

Ce MRRCK

Tilsigtet brug

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

1 haematopoietisk veev ser alkalisk fosfatase ud til at vaere begraenset til bdnd- og segmenterede
neutrofiler.2 Dens pévisning gennem samtidig indfangning ved brug af substituerede naphtholer og
diazoniumsalte er maske det tidligste eksempel p& en cytokemisk enzymtest med klinisk betydning.?

De fleste procedurer, inklusive dem, der leveres af Sigma-Aldrich, anvender stabile diazoniumsalte.
Disse dannes ved at lade en arylamin reagere med natriumnitrit i et surt medium.* Det resulterende
diazoniumklorid (normalt ustabilt) kan derefter behandles med forbindelser 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 ha&emmende.* Af denne grund leverer Sigma-Aldrich nu stabile oplgsninger af Fast Red Violet
LB-base, Fast Blue BB-base og natriumnitrit til alkalisk fosfatase-cytokemi. For at forenkle disse
metoder yderligere er der ogsa inkluderet en stabil oplgsning af naphthol-AS-BI-fosfat.

Testen udfgres ved at inkubere fikserede blodfilm ved stuetemperatur (18-26 °C) i en oplgsning
indeholdende naphthol-AS-BI-fosfat og frisklavet Fast Red Violet LB-salt eller Fast Blue BB-salt, der
er bufret ved pH 9,5 med 2-amino-2-methyl-1,3-propanediol (AMPD). Aktivitetssteder er enten
rgde eller bl§ afhzengigt af valget af diazoniumsalt. Proceduren med Fast Red Violet LB ligner en
foresldet NCCLS-referencemetode.5

Reagenser

Alkalisk naphthol-AS-BI-oplgsning (kat.nr. 861-10ML)

Naphthol-AS-BI-fosfat, 4 mg/ml, i AMPD-buffer, 2 mol/l, pH 9,5. Advarsel. Fordrsager hudirritation.
For8rsager alvorlig gjenirritation. Kan forérsage irritation af luftvejene. Undgd ind&nding af dampe.

Alkalisk FRV-oplgsning (kat.nr. 862-10ML)

Fast Red Violet LB-base, 5 mg/ml, i saltsyre, 0,4 mol/l, med stabilisator. Advarsel. Farlig ved indtagelse.
Alkalisk FBB-oplgsning (kat.nr. 863-10ML)

Hurtig bl& BB-base, 5 mg/ml, C.I. 37175, i saltsyre, 0.4 mol/l, med stabilisator
Natriumnitritoplgsning (kat.nr. 914-10ML)

Natriumnitrit, 0,1 mol/I.

Citratoplgsning (kat.nr. 915-50ML)

Citronsyre, 18 mmol/I, natriumcitrat, 9 mmol/I, natriumchlorid, 12 mmol/l med overfladeaktivt stof,
bufret ved pH 3,6.

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

Haematoxylin, certificeret, 6.0 g/I, C.I. 75290, natriumiodid, 0.6 g/ og aluminiumssulfat,
52.8 g/l, med stabilisatorer. Fare. Farlig ved indtagelse. Forérsager alvorlig gjenskade.
Baer beskyttelseshandsker/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

Neutral rgd-oplgsning, bufret (kat.nr. N6264-50ML)
Neutral rad, certificeret, 0.5 % w/v, C.I. 50040, i acetatbuffer, pH 5,2. Tilsat konserveringsmiddel.

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

e Formaldehyd, 37 % ACS

Opbevaring og stabilitet

Opbevar alkalisk naphthol-AS-BI-oplgsning, alkalisk FRV-oplgsning, alkalisk FBB-oplgsning og
natriumnitritoplgsning i kaleskab (2-8 °C). Reagenserne er stabile indtil udlgbsdatoen. Opbevar
citratoplgsning i kaleskab (2-8 °C). Oplgsningen er egnet til brug ved fravaer af mikrobiel vaekst.

Opbevar haematoxylinoplgsning og neutral red-oplgsning ved stuetemperatur (18-26 °C). Beskyt
haematoxylinoplgsning mod lys. Reagenserne er stabile indtil udigbsdatoen.

Forringelse

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

Klarggring
Reagenserne leveres klar til brug.

Citrat-acetone-formaldehydfiksativ: Tilszet 65 ml acetone og 8 ml 37 % formaldehyd til 25 ml
citratoplgsning, kat.nr. 915-50ML. Anbring i en glasflaske, og stram I8get godt til. Opbevares i kaleskab
(2-8 °C). Opvarm til 18-26 °C fgr brug. Stabil i op til 4 uger ved teet tillukket opbevaring i keleskab.

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
prgver, 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 handtering 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 vaevsprover betragtes som potentielt smittefarlige.

Friske blod- eller knoglemarvsfilm eller prgver, som er antikoaguleret med heparin, kan bruges.®
UNDGR EDTA.S Blodudstrygninger skal farves for enzymaktivitet inden for 8 timer efter klarggring.
Hvis dette ikke er muligt, kan gradvist tab af alkalisk fosfataseaktivitet dog forsinkes ved fiksering
og opbevaring natten over i fryseren.® Film skal torres mindst 1 time for fiksering og 3 timer efter
fiksering inden frysning.

Bemaerkninger

Udfgr proceduren ved brug af positive kontroller. Disse kan f&s fra patienter med pyogen
leukocytose eller kvinder i tredje trimester af graviditeten eller i Igbet af de fgrste adskillige dage
efter fodslen. Scoren for alkalisk fosfatase i leukocytter fra disse personer overstiger normalt 100.
En negativ kontrol kan fremstilles ud fra en normal fikseret udstrygning ved at nedszenke den i
kogende vand i 1 minut for at inaktivere enzymet. Kontrolfilm kan bevares i op til 1 8r, hvis de
opbevares fikseret og indpakket i Parafilm® ved -70°C. Disse film bgr veere tgrret mindst 1 time for
fiksering og 3 timer efter fiksering, for de fryses.

Det anbefales kraftigt, at hvert laboratorium etablerer sit eget forventede omrade, der er
karakteristisk for den lokale population.

Proceduren afhaenger af subjektiv vurdering af farvede celler. Dette kan resultere i en bred variation
af opndede vurderinger. Temperaturen i reaktionsblandingen skal holdes mellem 18 og 26 °C.
Lavere temperaturer vil resultere i betydeligt lavere scorer. Over 30 °C vil der forekomme markante
stigninger i aktiviteten. Eosinofiler farves ikke, men kan genkendes pé tofligede kerner og store
refraktile granula.

Der er mangel pd data vedrgrende stoffer, der kan interferere med alkalisk fosfatase i leukocytter
(LAPA). Visse lzegemidler og andre stoffer er kendt for at pavirke cirkulerende alkalisk
fosfataseaktivitet.® Orale praeventionsmidler, cortisol og stress kan resultere i forhgjede scorer for
alkalisk fosfatase i leukocytter.?

Hos mennesker er alkalisk fosfataseaktivitet begreenset til modne og bandformede granulocytter.
Der kan lejlighedsvist observeres svag farvning i lymfocytter. Knoglemarvs-osteoblaster og
endotelceller farves kraftigt.

Procedure
BEMZAERK: Nar der anvendes Columbia-skale, skal reagensvolumenen divideres med 5.

1. Opmal 45 ml demineraliseret vand, og juster temperaturen til 18-26 °C.

2. Forbered en diazoniumsaltoplgsning:

Tilseet 1 ml natriumnitritoplgsning til 1 ml alkalisk FRV-oplgsning, ELLER tilsaet 1ml
natriumnitritoplgsning til 1 ml alkalisk FBB-oplgsning. Bland ved forsigtig inversion. Lad
oplgsningen std i 2 minutter.

Tilseet oplgsningen, der blev fremstillet i trin 2, til det demineraliserede vand fra trin 1.

4. Tilseet 1 ml alkalisk naphthol-AS-BI-oplgsning til fortyndet diazoniumsaltoplgsning (trin 3).
Bland oplgsningen grundigt, og haeld den i en Coplin-skal.

5. Bring citrat-acetone-formaldehydfiksativet op p& stuetemperatur (18-26 °C). Fikser
objektglassene ved at nedsaenke dem i fiksativoplgsning i 30 sekunder. Skyl forsigtigt i
demineraliseret vand i 45 sekunder. Lad ikke objektglassene tgrre.

6. Anbring objektglassene i den alkaliske farvestofblanding (trin 4), og inkuber ved 18-26 °C
i 15 minutter. Beskyt de nedszaenkede objektglas mod direkte lys. Bortskaf den alkaliske
farvestofblanding efter brug.

7. Efter 15 minutters inkubation fjernes objektglassene fra Coplin-skalen og skylles i 2 minutter i
demineraliseret vand. Lad ikke objektglassene tgrre.

8. Kontrastfarv i 2 minutter. Hvis der bruges alkalisk FRV-oplgsning, skal der kontrastfarves
med haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3. Hvis der bruges alkalisk FBB-oplgsning, skal der
kontrastfarves med bufret neutral red-oplgsning.

9. Skyl objektglassene grundigt i postevand, og lad dem lufttgrre.

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

Praestationskarakteristika

w

Scoringsmetode

Scan filmen (900X), og vaelg et tyndt omrade, hvor erytrocytterne naesten ikke rgrer hinanden.
Steder med fosfataseaktivitet vil fremst& som bl3 eller rede granula afhaengigt af det anvendte
farvestof. Vaelg 100 p& hinanden fglgende segmenterede og bandformede neutrofile granulocytter.
Klassificer fra O til 4+ pa basis af maengden og intensiteten af udfaeldet farvestof i cytoplasmaet

i disse celler. Se tabel 1 vedrgrende karakteristika for scoring. Summen af klassificeringen af

100 celler betragtes som scoren.

Tabel 1. Karakteristika for scoring*

Udfzeldet azofarvestof i cytoplasma
Celleklassificering Maengde** Granulumstgrrelse Farvningsintensitet | Baggrund for

(%) cytoplasma
0+ Ingen - Ingen Ingen
1+ 50 Lille Svag til moderat Farvelgs
til meget
blegt lysergd
eller bl§
2+ 50-80 Lille Moderat til kraftig Farvelgs til
blegt lysergd
eller bl3
3+ 80-100 Mellem til stor Kraftig Farvelgs
til lyserad
eller bld
4+ 100 Mellem til stor Strélende Ikke synlig

* Tabel 1 repraesenterer andring af observationer foretaget af Kaplow.??

** Procent af cytoplasmavolumen, der er optaget af azofarveudfaeldning.
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Scoren for alkalisk fosfataseaktivitet i leukocytter (LAPA) opnds ved at multiplicere antallet af talte
celler med veerdien for celleklassificering. Disse tal laegges sammen for at opnd LAPA-scoren som vist i
folgende eksempler:

Celleklassificering Optalt score LAPA-score
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
I alt 100 67

Falgende score fra 40 raske personer blev opnéet hos Sigma-Aldrich ved brug af den beskrevne procedure.

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

P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED @INENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis de er til stede og er lette at fjerne. Fortsaet med at skylle.

P314 Sgg leegehjeelp ved ubehag.

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

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
LAPA-middelvzerdi +1 SD 76+31 94%39 Producent Katalognummer
LAPA-omr8de 44-106 55-133

Omradet for normale scorer er bredt og ligger fra 20 til 180. Fglgende scoringsomrader blev opndet fra
disse 40 normale personer:

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
20-146 25-180

Kontakt Sigma-Aldrichs tekniske service for at f 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. Produktbeskrivelse Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet

nr. inden for inden for mellem mellem
analyse analyse analyser analyser
Alkalisk naphthol-AS- Aktivi-
861 Bl-oplpsning tetestoder 3af3 3af3 3af3 3af3
862  Alkalisk FRV-oplgsning KUVl 343 3af3 3af3 3af3
863  Alkalisk FBB-oplosning te’t*gstt‘;ger 3af3 3af3 3af3 3af3
. - . Aktivi-
914 Natriumnitritoplgsning tetssteder 3af 3 3af3 3af3 3af3
. . Aktivi-
915 Citratoplgsning tetssteder 3af3 3af3 3af3 3af3
GHs3 HeEmatoxylinoplosning, e 3af3 3af3 3af3 3af3
Neutral rgd-oplgsning
N6264 bufret 4 Kerner 3af3 3af3 3af3 3af3

Advarsler og farer

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

86C:

H290 Kan zetse metaller.

H302 Farlig ved indtagelse.

H315 Fordrsager hudirritation.

H317 Kan for8rsage allergisk hudreaktion.

H319 For8rsager alvorlig gjenirritation.

H335 Kan forarsage irritation af luftvejene.

H411 Giftig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.
P234 Opbevares kun i originalemballagen.

P273 Undg8 udledning til miljget.

P280 Beer beskyttelseshandsker/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.
P301 + P312 I TILFALDE AF INDTAGELSE: Kontakt GIFTLINJEN/en laege i tilfselde af ubehag.
P302 + P352 VED KONTAKT MED HUDEN: Vask med rigeligt vand.

P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED @INENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis de er til stede og er lette at fjerne. Fortsaet med at skylle.

86R:

£2

H290 Kan zetse metaller.

H302 Farlig ved indtagelse.

H315 Fordrsager hudirritation.

H318 Fordrsager alvorlig gjenskade.

H373 Kan forérsage organskader (nyrer) ved lzengerevarende eller gentagen eksponering ved indtagelse.
P234 Opbevares kun i originalemballagen.

P280 Baer beskyttelseshandsker/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

Se brugsanvisningen Batchkode

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

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

&~ 10 E@E

. Medicinsk udstyr til in vitro-
Sidste anvendelsesdato diagnostik
Temperaturgraense A Forsigtig
Fremstillingsdato % Importgr

E Angiver den autoriserede

repraesentant i Schweiz
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Kontaktoplysninger

Besgg vores websted p8 SigmaAldrich.com for at afgive en bestilling. G& til siden for teknisk service pd
vores websted p& SigmaAldrich.com/techservice for at f8 oplysninger om teknisk service.
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Sigma-Aldrich.

Bruksanvisning

Leukocyt-alkalisk fosfatas-sats

Forfarande nr. 86

q3

MRRCK

Avsedd anvandning

Sigma-Aldrich alkaliska fosfatas-satser ar avsedda som histologisk fargning for allmén
laboratorieanvandning. Alkaliska fosfatas-reagenser &r endast avsedda for professionell “in
vitro-diagnostisk anvandning”. Det har manuella, kvalitativa och histokemiska forfarandet pavisar
alkalisk fosfatas-aktivitet i leukocyter i blod- eller benmérgsfilmer frén manniskor. Histologisk
visualisering av leukocyt associerad med alkalisk fosfatas &r en unik teknik som for nérvarande ofta
anvénds inom medicinska omraden.

I hematopoetisk vévnad verkar alkaliskt fosfatas begrédnsat till bandformade och segmenterade
neutrofiler.2 Dess pavisning genom samtidig inf&ngning med hjélp av substituerade naftoler
och diazoniumsalter ar kanske det tidigaste exemplet pa ett cytokemiskt enzymtest med klinisk
betydelse.?

De flesta forfaranden, inklusive de som tillhandahélls av Sigma-Aldrich, anvander stabila
diazoniumsalter. Dessa bildas genom att reagera en arylamin med natriumnitrit i ett surt medium.*
Den resulterande diazoniumkloriden (vanligtvis instabil) kan sedan behandlas med foreningar som
zinkklorid, zinksulfat eller naftalen-1,6- disulfonat, vilket bildar stabila salter. Dessa stabilisatorer
kan utéva markant hamning pé vissa enzymsystem, medan diazoniumkloriderna &r mindre
hammande.* Av denna anledning tillhandahéller Sigma-Aldrich nu stabila Iosningar av Red Violet
LB-bas, Fast Blue BB-bas och natriumnitrit for cytokemi med alkaliskt fosfatas. For att ytterligare
forenkla dessa metoder ingdr en stabil 16sning av naftol-AS-BI-fosfat.

For att utfora testet inkuberas fixerade blodfilmer i rumstemperatur (18-26 °C) i en l6sning
innehdllande naftol-AS-BI-fosfatas och nyligen beredd Fast Red Violet-LB-salt och Fast Blue BB-salt
buffrat vid pH 9,5 med 2-amino-2-metyl-1,3-propanediol (AMPD). Aktivitetsstéllen ar antingen réda
eller blda beroende av valet av diazoniumsalt. Forfarandet som anvander Fast Red Violet LB liknar
en foreslagen NCCLS-referensmetod.®

Reagenser

Naftol AS-BI alkalisk I6sning (kat.-nr. 861-10ML)

Naftol-AS-BI-fosfatas, 4 mg/ml, i AMPD-buffert, 2 mol/l, pH 9,5. Varning. Orsakar hudirritation.
Orsakar allvarlig 6gonirritation. Kan orsaka irritation i luftvdgarna. Undvik att andas in 8ngor.

FRV-alkalisk l6sning (kat.-nr. 862-10ML)

Fast Red Violet LB-bas, 5 mg/ml, i saltsyra, 0,4 mol/l, med stabiliseringsmedel. Varning. Skadligt
vid fortaring.

FBB-alkalisk I6sning (kat.-nr. 863-10ML)

Fast Blue BB-bas, 5 mg/ml, C.I. 37175, i saltsyra, 0,4 mol/l, med stabiliseringsmedel.
Natriumnitritlosning (kat.-nr. 914-10ML)

Natriumnitrit, 0,1 mol/I

Citratlosning (kat.-nr. 915-50ML)

Citronsyra, 18 mmol/l, natriumcitrat, 9 mmol/Il, natriumklorid, 12 mmol/l med ytaktivt &mne,
buffrat vid pH 3,6

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

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

Neutral réd I6sning, buffrad (kat.-nr. N6264-50ML)
Neutral réd, certifierad, 0,5 % w/v, C.I. 50040, i acetatbuffert, pH 5,2. Konserveringsmedel tillagt.

Sarskilt materiel som kravs men inte tillhandahélls
e Aceton, ACS-reagens

e Formaldehyd, 37 % ACS

Férvaring och hallbarhet

Forvara naftol-AS-BlI-alkalisk 16sning, FRV-alkalisk 16sning, FBB-alkalisk 16sning och
natriumnitritlosning i kylsk&p (2-8 °C). Reagensen ar stabil fram till utgdngsdatumet. Férvara
citratlosning i kylskdp (2-8 °C). Lésningen ar lamplig for anvéandning i frAnvaro av mikrobiell tillvéxt.

Forvara hematoxylinlésningen och neutral réd 16sning i rumstemperatur (18-26 °C). Skydda
hematoxylinlosning frdn Ijus. Reagensen &r stabil fram till utgdngsdatumet.

Férsamring
Kassera hematoxylinlésningen om den blir brun (6veroxiderad av luft) eller lila (minskad surhet).

Beredning
Reagenser tillhandahé8lls redo att anvandas.

Citratacetonformaldehydfixeringsmedel: Tillsdtt 65 ml aceton och 8 ml formaldehyd (37 %) till
25 ml citratlésning, kat.-nr. 915-50ML. Hall i glasflaska och tillslut tatt. Forvaras i kylskap (2-8 °C).
Vérmotill 18-26 °C fore anvandning. Stabil i upp till fyra veckor om den férvaras med tatt lock i
kylskap.

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

anvandas av kvalificerad personal. Medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik fran Sigma-
Aldrich fér anvandas av laboratoriepersonal som ar 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.

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

Forfarande

Provtagning

Inga kanda testmetoder kan erbjuda fullstandig garanti for att inte smitta 6verférs genom
blodprover eller véavnad. Darfér méste alla blodderivat och vévnadsprover betraktas som potentiellt
smittsamma.

Nytagna blod- eller benmargsfilmer eller prover som antikoagulerats med heparin kan anvandas.®
UNDVIK EDTA.® Blodutstryk bor fargas for enzymaktivitet inom 8 timmar efter preparering. Om
detta inte ar mojligt kan gradvis forlust av aktivitet av alkalisk fosfatas férdréjas genom fixering
och forvaring éver natten i frys.® Filmer bor torka minst en timme fore fixering och 3 timmar efter
fixering innan de fryses.

Anmarkningar

Utfor forfarandet med positiva kontroller. Dessa kan insamlas frén patienter med pyrogenisk
leukocytos och kvinnor i graviditetens tredje trimester eller under de forsta dagarna efter
forlossningen. Varden for alkalisk fosfatas i leukocyter fran dessa personer ar vanligtvis Gver 100.
En negativ kontroll kan prepareras frén ett normalt fixerat utstryk genom att sénka ned det i
kokande vatten i 1 minut for att avaktivera enzymet. Kontrollfilmer kan bevaras i upp till 1 &r om
de forvaras fixerade, inlindade i Parafilm® vid -70 C. Dessa filmer bor torkas minst 1 timme fére
fixering och 3 timmar efter fixering innan de fryses.

Det rekommenderas starkt att varje labb etablerar sitt eget forvantade intervall, karakteristiskt for
den lokala befolkningen.

Forfarandet &r beroende av subjektiv bedémning av fargade celler. Detta kan resultera i stor
variation bland de bedémningar som gérs. Temperaturen pa reaktionsblandningen méste hallas
mellan 18 och 26 C. Lagre temperaturer kommer leda till vésentligt lagre véarden. Over 30 °C
kommer en markant ¢kning i aktivitet att ske. Eosinofiler fargas inte men kan kannas igen pa sina
biloberade kérnor och stora refraktila granula.

Det finns brist pa data gallande foreningar som kan stora aktiviteten av alkaliskt fosfatas i
leukocyter (LAPA). Vissa lakemedel och andra substanser &r kanda for att pdverka aktivitet av
cirkulerat alkaliskt fosfatas.® Orala preventivmedel, kortisol och stress kan resultera i forhojda
varden av alkalisk fosfatas i leukocyter.?

I manniskor ar alkalisk fosfatasaktivitet begrénsad till mogna och bandformiga granulocyter.
Sporadisk svag fargning kan observeras i lymfocyter. Benmérgsosteoblaster och endotelceller fargas
starkt.

Forfarande
OBS! For anvandning med Columbia-burkar ska du dela reagensvolymer med 5.

1. Mat upp 45 ml avjoniserat vatten och justera temperaturen till 18-26 °C.

2. Bered diazoniumsaltlésning:

Lagg till 1 ml natriumnitritlésning till 1 ml FRV-alkalisk 16sning

ELLER

Lagg till 1 ml natriumnitritiésning till 1 ml FBB-alkalisk 16sning. Blanda genom att vanda

forsiktigt. L3t std i 2 minuter.

Légg till 1dsningen som bereddes i steg 2 i det avjoniserade vattnet frén steg 1.

4. Lagg till 1 ml naftol-AS-BI alkalisk 16sning i utspadd diazoniumsaltlésning (steg 3). Blanda val
och héll i en Coplin-burk.

5. F& citratacetonformaldehydfixeringsmedlet till rumstemperatur (18-26 °C). Fixera
objektglasen genom att doppa i fixeringslosning i 30 sekunder. Skolj forsiktigt i avjoniserat
vatten i 45 sekunder. L&t inte objektglasen torka.

6. Lagg till objektglas till den alkaliska fargémnesblandningen (steg 4) och inkubera vid
18-26 °C i 15 minuter. Skydda nedsénkta objektglas fran direkt ljus. Kassera alkalisk
fargadmnesblandning efter anvandning.

7. Efter 15 minuters inkubation ska du ta ut objektglas ur Coplin-burken och skélja i 2 minuter i
avjoniserat vatten. L&t inte objektglasen torka.

8. Motfarga i 2 minuter. Om FRV-alkalisk 18sning anvands ska du motfarga med
hematoxylinlésning, Gill nr. 3. Om FBB-alkalisk 16sning anvands ska du motfédrga med neutral
réd 16sning, buffrad.

9. Skolj objektglas noggrant i kranvatten och lufttorka.

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

Prestandaegenskaper

Varderingsmetod

Skanna filmen (900X) och valj ett tunt omrdde dar erytrocyter knappt ror varandra. Stallen med
fosfatasaktivitet kommer synas som bld eller réda granula, beroende p8 vilket fargmedel som
anvands. Valj 100 segment i foljd och bandcellsneutrofila granulocyter. Bedém fran O till 4+
baserat pd kvantitet och intensitet av utfallt fargamne inom cellernas cytoplasma. For egenskaper
for vardebestammande ska du se tabell 1. Summan av bedémningarna fr&n 100 celler anses vara
vardet.

w

Tabell 1. Egenskaper for vardebestammande*

Utfallt azofdargdmne i cytoplasma

Cellbedomning Mangd** Storlek pa Fargningsin- Bakgrund av cytoplasma
(%) granula tensitet

0+ Ingen - Ingen Ingen

1+ 50 Liten Svag till medel Farglos till mycket blekt rosa
eller bl§

2+ 50-80 Liten Medel till stark Farglos till blekt rosa eller bld

3+ 80-100  Medium till stor Stark Farglos till rosa eller bld

4+ 100 Medium till stor  Mycket stark Ej synlig

* Tabell 1 visar modifieringar av observationer gjorda av Kaplow.? 3

** Procent av volymen cytoplasma som upptas av azofargamnesutfélining.



For att fa ett varde for alkalisk fosfatasaktivitet i leukocyter (LAPA) multipliceras det raknade antalet
celler med vardet for cellbedémning. Dessa siffror laggs till for att f8 LAPA-vardet som visas i foljande
exempel:

Cellbedomning Rédknat virde LAPA-vdrde
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Totalt 100 67

Féljande varden frén 40 friska individer erhélls av Sigma-Aldrich genom det beskrivna férfarandet.

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
LAPA Medelvarde 76+31 94+39
+ 1SD
LAPA-intervall 44-106 55-133

Intervallen av normala vérden &r vid och varierar frén 20 till 180. Foljande vérden erhélls fran de
40 normala individerna:

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
20-146 25-180

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

Analytiska prestandaegenskaper

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

Kat.- Produktbeskriv- Mal Specifici- Sensitivi- Specifici- Sensitivi-

nr. ning tet inom tet inom tet mellan tet mellan

analys analys analyser analyser
861 Naft°"ﬁjz;1?;ga'ka'i5k Aktivitetsstéllen 3 av 3 3av3 3av3 3av3
862  FRV-alkalisk I6sning  Aktivitetsstallen 3av3 3av3 3av3 3av3
863 FBB-alkalisk I6sning  Aktivitetsstéllen 3av3 3av3 3av3 3av3
914 Natriumnitritldsning  Aktivitetsstéllen 3av3 3av3 3av3 3av3
915 Citratlésning Aktivitetsstallen 3av3 3av3 3av3 3av3
GHs3 Hematoxyliniosning, Karnor Jav3 3av3 3av3 3av3
N6264 Neutral rod Isning, Kérnor 3av3 3av3 3av3 3av3

buffrad

Varningar och faror

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

86C:

£

H290 Kan vara fratande pd metaller.

H302 Skadligt vid fortéring.

H315 Orsakar hudirritation.

H317 Kan orsaka en allergisk hudreaktion.

H319 Orsakar allvarlig 6gonirritation.

H335 Kan orsaka irritation i luftvégarna.

H411 Giftigt for vattenlevande organismer med I&ngtidseffekter.
P234 Forvara endast i originalférpackningen.

P273 Undvik utslapp i miljon.

P280 Anvénd skyddshandskar/skyddsglaségon/ansiktsskydd.

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

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

86R:

H290 Kan vara fratande pd metaller.

H302 Skadligt vid fortaring.

H315 Orsakar hudirritation.

H318 Orsakar allvarliga 6gonskador.

H373 Kan orsaka skador p& organ (njurar) genom I&ngvarig eller upprepad exponering vid fortaring.
P234 Forvara endast i originalférpackningen.

P280 Anvénd skyddshandskar/skyddsglaségon/ansiktsskydd.

P301 + P312 VID FORTARING: Ring en GIFTINFORMATIONSCENTRAL/Iakare om du mar d8ligt.

P302 + P352 VID KONTAKT MED HUDEN: Tvatta med mycket vatten.

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

P314 Sok lakarhjalp vid obehag.

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

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

“ Tillverkare

EE] Se bruksanvisningen

Katalognummer

Batchkod

Auktoriserad representant i
E Europeiska gemenskapen/ C €

Europeiska unionen
A

EU-férsakran om
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IVDR 2017/746)

Medicinteknisk produkt fér in vitro-

°
Utgangsdatum diagnostik

Forsiktighet

-
,}’ Temperaturgrans
il

Tillverkningsdatum Importér
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Kontaktuppgifter

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

Instrugdes de utilizagdo

Kit de Fosfatase alcalina de
leucocitos

Procedimento N.© 86

wo] C€ MRRCK

Utilizagdo prevista

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

Em tecido hematopoiética, a fosfatase alcalina surge restrita a neutréfilos em banda e
segmentados.? A sua demonstragdo por captura simultanea utilizando naftéis substituidos e sais de
diazénio é, talvez, o exemplo mais antigo de um teste enzimatico citoquimico com significado clinico.?

A maioria dos procedimentos, incluindo os fornecidos pela Sigma-Aldrich, emprega sais de diazdnio
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 em alguns sistemas enzimaticos, ao passo
que os cloretos de diazénio sdo menos inibitérios.* Por este motivo, a Sigma-Aldrich fornece agora
solugBes estaveis de Base vermelha violeta rapida LB, Base azul rapida BB e Nitrito de sddio para
citoquimica de fosfatase alcalina. Para simplificar ainda mais estes métodos, € incluida uma solugéo
estavel de Fosfato de naftol AS-BI.

Para realizar o teste, as peliculas de sangue fixadas sdo incubadas a temperatura ambiente

(18-26 °C) numa solugdo contendo Fosfato de naftol AS-BI e Sal vermelho violeta rapido LB

ou Sal azul répido BB preparado recentemente, tamponado a pH 9,5 com 2-amino-2-metil-1,3-
propanodiol AMPD). Os locais de atividade ou sdo vermelhos ou azuis, dependendo do sal diazénico
selecionado. O procedimento que incorpora o Vermelho violeta rapido LB é semelhante a um
método de referéncia proposto pelo NCCLS.>

Reagentes
Solugédo alcalina de Naftol AS-BI (N.° de cat. 861-10ML)

Fosfato de naftol AS-BI, 4 mg/ml, em tamp&o de AMPD, 2 mol/I, pH 9,5. Aviso. Provoca irritagdo
cuténea. Provoca irritagdo ocular grave. Pode provocar irritagdo das vias respiratrias. Evitar
respirar 0s vapores.

Solugédo alcalina - FRV (N.° de cat. 862-10ML)

Base vermelha violeta rapida LB, 5 mg/ml, em &cido cloridrico, 0,4 mol/l, com estabilizador. Aviso.
Nocivo por ingestdo.

Solugédo alcalina - FBB (N.° de cat. 863-10ML)

Base azul rapida BB, 5 mg/ml, C.I. 37175, em &cido cloridrico, 0,4 mol/L, com estabilizador
Solugéo de Nitrito de sédio (N.° de cat. 914-10ML)

Nitrito de sddio, 0,1 mol/l

Solugéo de Citrato (N.° de cat. 915-50ML)

Acido citrico, 18 mmol/I, citrato de sédio, 9 mmol/I, cloreto de sédio, 12 mmol/l com tensioativo,
tamponado a pH de 3,6

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

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

Solugdo neutra vermelha, Tamponada (N.° de cat. N6264-50ML)

Vermelho neutro, certificado, 0,5% p/v, C.I. 50040, em tampdo de acetato, pH 5,2. Conservante
adicionado.

Materiais especiais necessarios mas ndo fornecidos
e Acetona, Reagente ACS

e Formaldeido, 37%, ACS

Conservagao e estabilidade

Conservar a Solugdo alcalina de Naftol AS-BI, a Solugdo alcalina - FRV, a Solugdo alcalina - FBB e a
Solugdo de Nitrito de sddio no frigorifico (2-8 °C). Os reagentes permanecem estaveis até a data
de validade. Conservar a Solugao de Citrato no frigorifico (2-8 °C). A Solugdo é adequada para uso
na auséncia de crescimento microbiano.

Conservar a Solugdo de Hematoxilina e a Solugdo neutra vermelha a temperatura ambiente (18-26 °C).
Proteger a Solugdo de Hematoxilina da luz. Os reagentes permanecem estaveis até a data de validade.

Deterioragao

Eliminar a Solugdo de Hematoxilina se a solugdo ficar castanha (excesso de oxidagao devido ao ar)
ou roxa (perda de acidez).

Preparagao
Os reagentes sdo fornecidos prontos a utilizar.

Fixador de citrato-acetona-formaldeido: A 25 ml de Solugdo de citrato, N.° de cat. 915-50ML,
adicionar 65 ml de Acetona e 8 ml de Formaldeido a 37%. Colocar em frasco de vidro e tapar
firmemente. Conservar no frigorifico (2-8 °C). Aquecer até 18-26 °C antes de utilizar. Estavel
durante até 4 semanas se conservado firmemente tapado no frigorifico.

Precaugbes

Estes DIV destinam-se a utilizagdo para diagndstico in vitro num ambiente de laboratério clinico.

Estes DIV destinam-se apenas a utilizagdo profissional por pessoal qualificado. Os DIV da Sigma-Aldrich
podem ser utilizados por técnicos de laboratdrio com formagdo no manuseamento de amostras humanas
potencialmente infecciosas e na utilizagdo de microscdpios e outros equipamentos laboratoriais e com
percegdo cromatica e acuidade visual para distinguir cores e outros objetos ao microscépio.

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

Procedimento

Colheita de amostras

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

Pode utilizar peliculas de sangue fresco ou medula dssea ou amostras anticoaguladas com
heparina.s EVITAR UTILIZAR EDTA.® Os esfregagos de sangue devem ser corados para detetar a
atividade enzimatica dentro de 8 horas ap6s a preparagdo. No entanto, se tal ndo for possivel,

a perda gradual da atividade da fosfatase alcalina pode ser retardada por fixacdo e conservagédo
durante a noite no congelador.® As peliculas devem ser secas durante, pelo menos, 1 hora antes da
fixacdo e 3 horas ap6s a fixacdo antes do congelamento.

Notas

Realizar o procedimento utilizando controlos positivos. Estes podem ser obtidos através de

doentes com leucocitose piogénica, ou de mulheres no terceiro trimestre de gravidez ou durante

0s primeiros varios dias pés-payrto. Geralmente, as classificagdes de fosfatase alcalina leucocitaria
destes doentes excedem 100. E possivel preparar um controlo negativo a partir de um esfregago
normal fixado, submergindo-o em agua a ferver durante 1 minuto para inativar a enzima. E possivel
conservar as peliculas de controlo até 1 ano se forem conservadas fixadas, envoltas em Parafilm®

a -70 °C. Estas peliculas devem ser secas, pelo menos, 1 hora antes da fixagdo e 3 horas ap6s a
fixagdo antes do congelamento.

Recomenda-se vivamente que cada laboratério estabelega o seu prdprio intervalo esperado,
caracteristico da populagdo local.

O procedimento depende da classificagdo subjetiva das células coradas. Isto pode resultar numa
ampla variagdo das classificagdes obtidas. A temperatura da mistura de reagdo tem de ser mantida
entre 18 e 26 °C. Temperaturas mais baixas resultam em classificagdes significativamente mais
baixas. Acima de 30 °C, ocorrem aumentos acentuados de atividade. Os eosindfilos ndo coram mas
podem ser reconhecidos por nucleos bilobados e granulos refratarios grandes.

H4 uma escassez de dados relativos a compostos que possam interferir com a atividade da
fosfatase alcalina leucocitaria (LAPA). Sabe-se que determinados farmacos e outras substancias
influenciam a atividade da fosfatase alcalina em circulagdo.® Os contracetivos orais, o cortisol e o
stress podem resultar em classificagdes elevadas de fosfatase alcalina leucocitéria.?

Nos seres humanos, a atividade da fosfatase alcalina restringe-se aos granulécitos maduros
e em forma de banda. Ocasionalmente, pode observar-se uma coloragdo fraca nos linfécitos.
Os osteoblastos de medula dssea e as células endoteliais coram fortemente.

Procedimento
NOTA: Para utilizagdo com jarras de Columbia, dividir os volumes de reagentes por 5.
1. Medir 45 ml de dgua desionizada e ajustar a temperatura para 18-26 °C.

2. Preparar a Solugdo de Sal de diazénio:
Adicionar 1 ml de solugdo de nitrito de sddio a 1 ml de solugdo alcalina-FRV
ou
Adicionar 1 ml de solugdo de nitrito de sddio a 1 ml de solugdo alcalina-FBB. Misturar por
inversdo suave. Deixar repousar durante 2 minutos.

3. Adicionar a solugdo preparada no Passo 2 a agua desionizada do Passo 1.

4. Adicionar 1 ml de Solug&o alcalina de Naftol AS-BI a Solugdo de Sal de diazénio diluida
(Passo 3). Misturar cuidadosamente e verter para uma jarra de Coplin.

5. Aguardar até o Fixador de citrato-acetona-formaldeido estar a temperatura ambiente (18-26 °C).
Fixar as ldminas submergindo-as em Solugdo fixadora durante 30 segundos. Enxaguar
suavemente em &gua desionizada durante 45 segundos. N&o permitir que as laminas sequem.

6. Adicionar ldminas a mistura alcalino-corante (Passo 4) e incubar a 18-26 °C durante 15 minutos.
Proteger as ldaminas imersas da luz direta. Eliminar mistura alcalino-corante apés a utilizagéo.

7. Apds 15 minutos de incubacdo, retirar as ldminas da jarra de Coplin e enxaguar durante
2 minutos em agua desionizada. N&o permitir que as laminas sequem.

8. Efetuar a contracoloragdo durante 2 minutos. Se utilizar a Solugdo alcalina - FRV, efetuar a
contracoloragdo com a Solugdo de Hematoxilina, Gill n.% 3. Se utilizar a Solugdo alcalina - FBB,
efetuar a contracoloragdo com a Solugéo neutra vermelha, Tamponada.

9. Enxaguar cuidadosamente as ldaminas em &gua da torneira e deixar secar ao ar.

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

Caracteristicas do desempenho

Método de classificagdo

Digitalizar a pelicula (900X) e selecionar uma area fina onde os eritrécitos mal se toquem. Os locais
de atividade da fosfatase surgem como grénulos azuis ou vermelhos, dependendo do corante
utilizado. Selecionar 100 granuldcitos neutrofilicos segmentados e em forma banda consecutivos.
Classificar de 0 a 4+ com base na quantidade e intensidade do corante precipitado no citoplasma
destas células. Consultar a Tabela 1 para obter as caracteristicas da classificacdo. A soma das
classificagdes de 100 células é considerada como a pontuagao.

Tabela 1. Caracteristicas da classificagdo*

Corante azo precipitado no citoplasma

Classificagdo Quantidade** (%) T ho do Int idad Fundo do
das célul granulo da coloragao citoplas
0+ Nenhum/a - Nenhum/a Nenhum/a
1+ 50 Pequeno Ténue a Incolor a rosa ou
moderada azul muito claro
2+ 50-80 Pequeno Moderada a Incolor a rosa ou
forte azul claro
3+ 80-100 Médio a grande Forte Incolor a rosa ou
azul
4+ 100 Médio a grande Brilhante N&o visivel

* A Tabela 1 representa a modificagdo das observagdes feitas por Kaplow.? 3

** percentagem do volume de citoplasma ocupado pelo corante azo precipitado.
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Para obter a pontuagdo da atividade da fosfatase alcalina leucocitaria (LAPA), o nimero de células
contadas é multiplicado pelo valor da classificagdo das células. Estes valores sdo adicionados para obter
a classificagdo da LAPA, conforme apresentado nos seguintes exemplos:

Classificagao

Classificagdo  Classificacdo

das células contada da LAPA
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Total 100 67

As seguintes classificagdes de 40 individuos saudaveis foram obtidas na Sigma-Aldrich utilizando o
procedimento descrito.

Vermelho violeta rapido LB Azul rapido BB

Média 76+31 94+39
da LAPA £ 1SD
Intervalo da LAPA 44-106 55-133

O intervalo de classificagdes normais é amplo, variando entre 20 a 180. O seguinte intervalo de
classificagbes foi obtido através desses 40 individuos normais:

Vermelho violeta rapido LB Azul rapido BB
20-146 25-180

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.

H302 Nocivo por ingestdo.

H315 Provoca irritagdo cuténea.

H318 Provoca lesdes oculares graves.

H373 Pode afetar os 6rgdos (Rins) apds exposicdo prolongada ou repetida em caso de ingest&o.
P234 Mantenha sempre o produto na sua embalagem original.

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

P301 + P312 EM CASO DE INGESTAO: Caso sinta indisposigdo, contacte um CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.

P302 + P352 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: Lavar abundantemente com agua.

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

P314 Em caso de indisposigdo, consulte um médico.

Caso tenha ocorrido algum incidente grave durante a utilizagdo deste dispositivo
ou como resultado da sua utilizagdao, 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

M Fabricante

NiUmero de catdlogo

[:E] Consultar as instrugdes de Cddigo do lote

utilizagao
Representante autorizado na Declaragdo de Conformidade da

P N X i . c € Unido Europeia (definida na diretiva
Comunidade Europeia/Unido Europeia

RDIV 2017/746)

N.°de Descrigdo Alvo Especificidade Sensibilidade Especificidade S ibilidade
cat. do produto intraensaio intraensaio interensaio interensaio
Solugéo Locais
861 alcalina de de 3de3 3de3 3de3 3de3
Naftol AS-BI atividade
= Locais
ge2 oo ge 3de3 3de3 3de3 3de3
atividade
~ Locais
863 alcsa?ilrl:g—agBB de 3de3 3de3 3de3 3de3
atividade
Solugdo de Locais
914 Nitrito de de 3de3 3de3 3de3 3de3
sodio atividade
~ Locais
o15  Solucdo de de 3de3 3de3 3de3 3de3
atividade
Solugdo de
GHS3 Hematoxilina, Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3
Gilln.0o 3
Solugéo
neutra ,
N6264 vermelha, Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3
Tamponada

Avisos e Perigos

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

86C:

3

¥

H290 Pode ser corrosivo para os metais.

H302 Nocivo por ingestdo.

H315 Provoca irritagdo cutanea.

H317 Pode provocar uma reagdo alérgica cutanea.

H319 Provoca irritagdo ocular grave.

H335 Pode provocar irritagdo das vias respiratorias.

H411 Téxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.
P234 Mantenha sempre o produto na sua embalagem original.
P273 Evitar a libertagdo para o ambiente.

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

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

P302 + P352 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: Lavar abundantemente com &gua.

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

86R:

H290 Pode ser corrosivo para os metais.

. Dispositivo médico para diagndstico
2 Data de validade in vitro
/l’ Limite de temperatura A Atengdo
& Data de fabrico % Importador

Indica o representante autorizado
na Suica
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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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alinhamento com as diretrizes do regulamento relativo aos dispositivos médicos para
diagnostico in vitro (RDIV). Atualizagdo de Folha de Dados de Seguranga do Material
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03dnyieg xpriong

KIT aAKaAIKNG pwo@aTaong
AEUKOKUTTAPWV

Aiadikaoia ap. 86

Ce MRRCK

Mpoopi1Zopevn Xprion

Ta kIT aAkaAiknG wopaTacng Tng Sigma-Aldrich npoopilovTal g ICTOAOYIKF XPWON YEVIKAG
£pYAoTNPIAKNG XPNONG. Ta avTidpaatrpia aAKaAIKNG pwapaTacng npoopifovral Hovo yia enayyeARaTikn
«in vitro 81ayvwaTiKn Xprion». AUTH N pn auTtoparn, noloTIKr, I0ToXNKHIKN diadikacia avayvwpilel Tn
dpacTtnpIOTNTa TNG AAKAAIKNG GWOPATACNG 0TA AEUKOKUTTAPA OE PIAY avBp®MIVoU aiatog rj HUEAOU
TWV 00TOV. H ITOAOYIKF) ONTIKONOINGN TNG OXETICOPEVNG HE Ta AEUKOKUTTAPA AAKAAIKNG pwapaTaong
gival Yia povadikn TEXVIKN MOU €M TOU NApOVTOG XPNOIHOMOIEITAl EUPEWG OTNV 1ATPIKN.

STOV aIPonoINTIKO 10TO, N AAKAAIKN pwo®ATAcn Paiveral va nepiopidetal ota noAupgopponupnva

Kal paBdonUpnva oudeTepOPIAa.L? H avayvapior TnG HE TAUTOXPOVN anoTUNwan XpNnoidonoliwvTag
UnoKaTeoTNUEVEG va@BOAeg kal aAata dialwviou gival, iowg, To N0 Np®IKO Napadelyya
KUTTapOXNMIKNG EVIUMIKAG DOKIUAG HE KAIVIKR onuaaia.

01 neplooodTEPEG d1adikacieg, CUPNEPIAAUBAVOPEVWY EKEIVWV Nou napexovtal and tn Sigma-Aldrich,
Xpnoigonoiolv otabepd alata diafwviou. AUTA oxnuaTtifovral e avTidpaon piag apuAapivng

HE VITPWAEG vaTpio o€ €va 0&Ivo péco.* To npokunTov XAwpioUxo dialwvio (ouviBwg aoTabeg)
Hnopei aTn cuvéxela va unoBAnBei o enegepyaaia Pe EVWOEIG ONWG XAwPIoUX0G Weudapyupog,
BeIKOG WeUdApyUPOG 1 vapBaAevo-1,6-3100UAPOVIKO, axnuati{ovTag otabepd aiara. AuToi ol
oTaBePONOINTEG EVOEXETAI VA AOKOUV €VTOVN avaoTaATIkh dpacn o€ opiopéva eviupaTikG ocuoThpaTa,
v Ta xAwploUxa dialwvia givar AiydTepo avaoTaATika.* Ma autov Tov Aoyo, n Sigma-Aldrich
napéxel nAéov otabepa diaAUpaTa Baong fast red violet LB, Baong fast blue BB kal viTpmdoug
vartpiou yia TNV KUTTapoxnHeia TnG aAkaAikng pwaoeaTtaong. Mpokeipévou va anionoinfolv
NePaITEPW auTEG o1 uEBodol, nepiAapBaverar eniong €va otabepd diaAupa naphthol AS-BI phosphate.

Ma va npayparonoin®ei n dokipr, povidonoinuéva QIAp aigatog enwalovral o Beppokpacia dwpatiou
(18-26 °C) oe diaAupa nou nepigxel naphthol AS-BI phosphate kal npocpaTa Napackeuacpevo ahag
fast red violet LB 1} aAag fast blue BB puBuiopévo oe pH 9,5 pe 2-apivo-2-pebul-1,3-nponavodioAn
AMPD. Ta onyeia dpacTnpioTNTAg gival €ite KOKKIVA €ITE PINAE, avaloya pe TNV eMIAOYT Tou GAaTog
dlafwviou. H diadikacia nou evowpatmvel To fast red violet LB gival napodpoia e pia npoTeIVOHEVD
HEBodo avapopag Tou NCCLS.®

AvTIdpaoThpia

AAkaAiko6 diaAupa Naphthol AS-BI (Ap. kataAdyou 861-10ML)

Naphthol AS-BI phosphate, 4 mg/mL, o€ puBuioTikd didAupa AMPD, 2 mol/L, pH 9,5.
Mpoeidonoinon. MpokaAei epeBiopd Tou déppatog. Mpokahei coBapd o@OaApIKO epeBIOHO.

Mnopei va npokaAecel epeBICUO TNG AVANVEUTTIKNG 050U, ANOMEUYETE va avanveéeTe aTuoug.
AAkaAiko diaAupa FRV (Ap. kataAoyou 862-10ML)

Baon Fast red violet LB, 5 mg/mL, o€ udpoxAwpikd o&U, 0,4 mol/L, pe arabeponoinTn.
Mpoeidonoinon. ENiBAaBEG oe nepinTwaon kaTanoong.

AAkaAiko diaAupa FBB (Ap. kataAdyou 863-10ML)

Baon Fast blue BB, 5 mg/mL, C.I. 37175, og udpoxAwpiko o0&y, 0,4 mol/L, pe aTaBeponoinTr
AiaAupa vitpadoug vartpiou (Ap. katahoyou 914-10ML)

NiTpwdeg varpio, 0,1 mol/L

KiTpiko d1aAupa (Ap. katahoyou 915-50ML)

KiTpikd 08U, 18 mmol/L, KITpIkO vaTpio, 9 mmol/L, xAwpioUxo varpio, 12 mmol/L pe
EMIPAvEIOdPaAcTIKO, pUBMIoUEVO o€ pH 3,6

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

AipaTo&uAivn, migtonoinpévn, 6,0 g/l, C.I. 75290, 1wdiko vaTpio, 0,6 g/l kai Beikd apyilio, 52,8 g/l,
pe aTabeponoinTég. Kivduvog. EniBAaBeg oe nepintwaon katanoong. Mpokahei coBapr o@OaApikn
BAGBN. Na @opdate NPOOTATEUTIKA YAVTIA/WECA ATOMIKAG NPOCTAciag yia Ta pdTia/To npoowno.
AldAupa oudéTepou KOKKIVOU, puBpiopévo (Ap. kataldyou N6264-50ML)

OudETEPO KOKKIVO, nigTonoinuévo, 0,5% w/v, C.I. 50040, o€ 0&Ikd puBpIoTIKO didAupa, pH 5,2. 'Exel
npooTeBEl oCUVTNPNTIKO.

Eidikd uAIka nou anairouvtal aAAa dev napéyovTal

e AkeTOVN, avTidpacTtrpio ACS

o  ®oppaldelidn, 37% ACS

®UAaEN kai oTaBepdTnTa

DuAaooeTe To AAKAAIKO diaAupa Naphthol AS-BI, To aAkaAiko didAupa FRV, To aAkaAiko diaAupa
FBB kai To diaAupa viTp@doug vaTpiou o€ Wuyeio (2-8°C). Ta avTidpacTrpia eival otabepa

HEXP! TNV NUEPOMNVia ARENG. ®UAGCTETE TO KITPIKO dIGAuKa o€ wuyeio (2-8°C). To diaAupa eivai
KAaTaAANAo yia Xprion anouadia pHikpoBIakng avanTugng.

duAaooeTe TO dIAAUPA algaTo§UAivng Kal To JIGAUPA OUDETEPOU KOKKIVOU O Beppokpaaia dwuaTtiou
(18-26°C). NpooTateloTe To dlAAUpA alpaToEUAivng and To ewe. Ta avTidpacTrpia eival oTabepa
HEXPI TNV NHEPOMNVia ARENG.

AN\oiwaon

AnoppiyTe To diAAupa aipaToEUAivng €av yivel kagé (unepo&eidwon and Tov aépa) r poP
(anwAeia o&UTNTAG).

Mapaokeun

Ta avTmidpacTnpia napéyovral £Tolpa yia xpnon.

MoVIHONOINTIKO KITPIKOU-AKETOVNG-POPHAASEGdNG: e 25 mL kiTpikoU dlaAUpaTog, Ap. kataAdyou
915-50ML, npocbaTe 65 mL akeTovng Kal 8 mL poppaldelidng 37%. TonoBeToTe Oe YUaAivn GIaAn
Kal KAEIoTE £pUNTIKA TO KANAKI. ®UAACOETE Og Wuyeio (2-8°C). OeppaveTe aToug 18-26°C npiv and
XPNon. Z1abepd yia wg Kal 4 €BdoPAdeG, v GUAaxXBEi O WUYEIO e TO KANAKI EPUNTIKA KAEITTO.

MpopuAdageig
Auta Ta BonBrjpara IVD npoopidovTal yia in vitro dilayvwoTiKr Xprion o€ nepIBAANOV KAIVIKOU

gpyaoTtnpiou. AuTa Ta Bondruata IVD npoopiovTal yia enayyeAUATIKA Xprion Hovo anod eEEISIKEUHEVO
npoownikd. Ta Bonénuara IVD Tng Sigma-Aldrich pnopoulv va xpnaiponoloUvTal and epyacTnpiako

NPOCWMIKO TO 0Moio gival ekNadeupévo va Xelpideral avBpwniva deiypara nou Pnopei va ivai
HOAUOHATIKA, va XPNOIHOMOIEN HIKPOOKOMNIA Kal AAAOV €pyacTnplako eE0NAIOUO Kal SIaBeTel avTiAnyn Twv
XPWHATWVY Kal OnTIKA 0§UTNTA yia va SIaKpIVEl Ta XpWPATa Kal GAAa avTiKeiPeva KATw ano HIKPOoKOnio.

Mpénel va akoAouBouvTal ol GUVHBEIG NPOPUAAEEIG KaTA TOV XEIPIOUO £pYACTNPIAKMV
avTidpaoTnpiwv. AnoppiyTe Ta andBAnTa TNPwvTAg GAOUG Toug TomikoUg, NoAITeIakoUg,
nepipepeiakolq f €BVIKOUG KavovioHoUg.

Aiadikacia
SuAAoyn delypaTwv

Kapia yvwoTn pébodog dokipaciag dev pnopei va npoa@épel nAnpn diaBeBaiwon OTI Ta deiyparta
aiparog ry 10ToU dev Ba peTad®oouv AoidwEn. Enopévmg, OAa Ta napdywya aipatog r) Ta deiypara
10TOU Ba npénel va BewpolvTal dUVNTIKA HOAUCHATIKA.

MnopoUv va xpnaigonoinBolv npodopaTa Napackeuaopéva QIAY aipaTtog fj HUEAOU TV 00TV 1
deiyparta pe nnapivn.> AMOGYIETE To EDTA.S Ta enixpioyaTa aipatog 6a npénel va Xpwpuariovral
yia ev{upIkn dpacTnpIoTNTA EVTOG 8 WPV HETA TNV NApAcKeun. QoTdoo0, €Gv auTo dev ival duvaro,
n aradiakn anwAeia TG dpacTnpIOTNTAG TNG AAKAAIKNG GWOpATACNG HNOPEi va KaBuoTEPHTEI

He povigonoinon kal @UAagEn katd Tn SidpKela TnG vUXTag o€ katawukTn.’ Ta GIAp Ba npénel va
OTEYVAOVOUV YIa TOUAAGXIOTOV 1 @pa mpiv and Tn Hovigonoinon Kai 3 ®PeG META TN Hovigonoinan npiv
and TNV Katawugn.

SNUEIMOEIG

EkTeAéoTe T diadikacia Xpnoiponol®vTag BeTIKA UAIKA EAEyXou. AuTa pnopouv va AngBouv

and aoBeveig pe NUOYEVH AEUKOKUTTAPWON 1} YUVAIKEG OTO TPITO TPIMNVO TNG EYKUPOOUVNG i

KaTa Tn JIAGPKEIQ TWV NPAOTWY NHEPWV WETA TOV TOKETO. O1 BaBuoAoyieg aAkaAIKnAG pwapaTacng
AEUKOKUTTAPWYV and auta Ta atopa ouvnBwg unepPaivouv To 100. 'Eva apvnTikd UAIKO EAEyXOU
HMopEi va NnapackeuaaTei and éva Kavoviko HOVIPONOINKEVO enixpiopa, euBanTilovTdag To o Bpactod
vepd yia 1 AenTo woTe va adpavonoindei To éviupo. Ta @IAP EAEyxou pnopouv va diatnpneouv
£wG Kal 1 €T0G €av puAayBouv poviygonoinuéva, TuAlypéva oe Parafilm® otoug —-70°C. Auta Ta
@IAY NPENEI va OTEYVAOVOUV TOUAAxIoTov 1 @pa npiv ano Tn povigonoinan kai 3 Mpeg YeTa Tn
Hovigonoinan npiv ano Tnv Katayugn.

SuvioTaTal avenipUAakTa KGBe epyacTrpio va kabopilel To 8Ikd Tou avapevopevo eUpog, To onoio
€ival XapakTnpIoTIKO yia TOV TOMIKO NANBUCHO.

H diadikacia eEapTdaTal anod TNV UNOKEIPEVIKE a§IoAOYNoN TWV XPWHATIOHEVWY KUTTAPWV. AUTO
Hnopei va odnynoel oe eupeia diaklpavon Twv agloAoynoewv nou AapBavovrail. H Beppokpacia

TOu peiypatog avTidpaong npénel va diatnpeital peragl 18-26°C. O1 xapnAoTepeg Beppokpaaieg Ba
£XOUV WG ANOTEAECKA ONPAVTIKA XaUNAOTEPEG BaBpoloyieg. Mavw and Toug 30°C, Ba eupavioTolv
agloonpeinTeg augnoeig otn dpacTnpioTnTa. Ta NWoIVOQIAa dev XpwHaTifovtal, aAAa pnopouv va
avayvwpioTouv anod Toug diAoBoug MUPRVEG Kai Ta peyala d1abAacTIKAa KOKKid.

Ynapxouv noAU neplopiopEVa OTOIXEIA YIa TIG EVWOTEIG NOU PNOPEI va ENNPEATOUV T dpacTnpioTnTa
TNG AAKAAIKNG GWOoPaTacng TwV AEUKOKUTTApwV (LAPA). Opiopéva @dapuaka kal GAAEG ouaieg ival
YVWoTO 0TI ennpealouv Tn dpacTnpIoTNTA TNG KUKAOPOopoUaag aAkaAikng GwaopaTtaong.t Ta and Tou
aTOPATOG avTICUAANMTIKG, N KOPTIZOAN Kal TO OTPEG PMOpPEi va odnyrnoouv o au&nuéveg BabuoAoyieg
AAKAAIKNG @WOPATACNG TWV AEUKOKUTTAPWYV.3

T0UG avBpWwNoug, n dpacTnEIOTNTA TNG AAKAAIKAG PWoPATACNG NEPIOPICETAI OTA WPIKA Kal
0UBETEPOPIAG KOKKIOKUTTAPA. MepioTaoiakd, Hnopei va napartnpeital asBevig xpwon oTa AeppokUTTapa.
O1 00TEOBAGCTEG TOU HUEAOU TwV 00TV Kal Ta evdoBnAiakda KUTTapa Xpwpari¢ovrar évrova.

Aiadikaoia

ZHMEIQZH: MNa xprion pe doxeia Columbia, diaip€0Te Toug OYKOUG TOU avTidpacTnpiou He To 5.

1. MeTpnoTe 45 mL anioviopévou vepoU Kal puBpioTe Tn Beppokpacia oTtoug 18-26°C.

2. TMapaokeudoTe diaAupa aiatog dialwviou:

MNpooBéaTe 1 mL diaAupaTog viTpmdoug vatpiou o 1 mL aAkaAikou diaAUpaTtog FRV

H

MNpooBéaTe 1 mL diaAlupaTtog vitpmdoug vaTtpiou o 1 mL aAkaAikoU diaAUpaTog FBB. Avapei&re

He nia avacTpo®r). AQNAOTE TO peiypa va napayeivel og npepia yia 2 Aenta.

MNpooBéaTe To diGAUPA MOU NAPACKEUACTNKE OTO BApa 2 oTo anioviopévo vepd and To Brpa 1.

4. TpooBéoTte 1 mL alkaAiké diaAupa Naphthol AS-BI o apaiwpévo didhupa ahatog dialwviou
(Brjpa 3). Avapei&re kaAd kai pi&te o€ éva doxeio Coplin.

5. ®EPTE TO HOVIHOMOINTIKO KITPIKOU-AKETOVNG-POPHaAdelidng oe Beppokpaaia dwpatiou
(18-26°C). MoVIHJOMOINCTE TIG AVTIKEILEVOPOPOUG WE EPRANTION TE HOVIKOMOINTIKO dIAAUpa yia
30 deutepOAenTa. ZENAUVETE NMIa OE ANIOVIOUEVO VEPO YIa 45 deuTepOAENTA. MNV APRVETE TIG
QVTIKEIMEVOPOPOUG VA TTEYVOOOUV.

6. TpoCBESTE TIG QVTIKEIUEVOPOPOUG OTO HeiyHa aAKAAIKAG XpWwaTIKNAG (Brpa 4) kal EnwacTe 0Toug
18-26°C yia 15 Aentd. MpooTaTeVeTe TIG EYPANTICHEVEG AVTIKEIMEVOPOPOUG anod TO AUECO
NAIKO QWG. ANOpPIYTE TO HeiyHa aAKaAIKNAG XPWOTIKAG HETA TN XProN.

7. MeTd and 15 AenTa en®acng, agaipeoTe TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG anod To doxeio Coplin
Kal EENAUVETE yia 2 AenTA O AnIoVIOUEVO VEPO. MNV a@RVETE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG Va
OTEYVOOOUV.

8. T[payparonoiiaTe avTixpwon yia 2 Aentd. Eav xpnoiponoleite aAkaAikd diaAupa FRY,
npaypaTonoInoTe avrixpwaon Ke diaAupa aigato&uAivng, Gill ap. 3. Eav Xxpnaoiponoleite aAkaAiko
diGAupa FBB, npaypaTonoinaTe avTixpwon e SIaAUPa oUBETEPOU KOKKIVOU, pUBUIOHEVO.

9. ZenAUveTe KAAQ TIG QVTIKEIMEVOPOPOUG OE VEPO BPUONG Kal OTEYVAOOTE OTOV agpa.

10. AEloAhoynaTe pikpookonikd. Eav anaiteital kAAuwn Pe KaAunTpida, XpnoiponoInaTe povo
udaTika péoa KaAUWnG.

XapakTnpioTika anédoong
Tpdnog BaduoAodynong

SapwoTe To GIAM (900X) Kal eMAEETE pia AenTn nepioxn 0TV onoia POAIG Nou akoupnouv Ta
gpuBpokUTTapa. Ta onpeia dpacTnpidTNTAG TNG PWoPaTaong Ba epeavifovral Pe Tn Hop@n UMAE

1 KOKKIVWV KOKKiwV, avaloya pe Tn XpwaoTIKN nou xpnaigonoindnke. EnIAéETe 100 diadoxika
paBdonupnva kai NoAupop@onUpnva oudeTEPOPIAG KOKKIOKUTTApa. BaBuohoynoTe and 0 éwg 4+ pe
Baon TNV NooodTATA Kal TNV €VTaaon TnG KaTaBuBIoPEVNG XPWOTIKAG HETA OTO KUTTAPOMAACHA AUTMV
TV KUTTApwv. MNa Ta XapakTnpioTika TnG BaBuoAoyiag, avatpéEre atov Mivaka 1. To aBpoiopa Twv
aglohoynoswv 100 kuTTapwv Bewpeital n BabpoAoyia.

Mivakag 1. XapakTnpioTika BadpoAoyiag*

w

KaTaBuBiopévn alwxpwaTiK 0TO KUTTapOnAaoua
BaOpoAoyia MoooTnra** MéyeBog "Evracn Xpwong YnoBaBpo
KUTTaGpou (%) KOKKiou KuTTaponAaoparog
0+ KaBoAou - KaboAou KaBoAou
1+ 50 Mikpo ApPUdPN EWG PETPIO AXPWHO £WG MOAU
anaAd pog n UnAe
2+ 50-80 Mikpo MéTpia £wg évrovn AXPWHO £wG anald pol
1 UnAe
3+ 80-100 Meaaio £wg 'Evrovn AXPWHO £WG pol N KNAE
peyaio
4+ 100 Meaoaio éwg MoAU évTovn Mn opatn
HeyaAo

* 0 Mivakag 1 avTinpoowneUel THV TPOMOMOINGN TWV NApaTnpioewy nou £yivav anod Tov Kaplow. 3

** M00g00TO OYKOU TOU KUTTAPONAAOKATOG NoU KaTtaAapBaverar and i{npa alwypwoTIKAG.



2-GR

Ma va Aneeei n BaBuoAoyia Tng dpacTnpIdTNTAG TNG AAKAAIKNG PWOPATACNG TWV AEUKOKUTTApwY (LAPA), 0
apIBPOG TWV KUTTAPWY MOU HETPRABNKAv NoAAanAacialeral We Tnv Tipr yia Tn BabpoAoyia KuTTapou. AuToi ol
apiBpoi npoaTiBevTal yia va AngBei n Babpoloyia LAPA onwg paivetal ata akohouba napadeiypara:

Ba®puoAoyia KatapeTrpnOsioa Ba®uoAoyia
KUTTapou BaBpoloyia LAPA

0 60 0

1+ 20 20

2+ 14 28

3+ 5 15

4+ 1 4
ZUvoAo 100 67

01 akoAouBeg BaBuoloyieg anod 40 uyin atopa eAneOnoav otn Sigma-Aldrich xpnaiponoi®vTag mn
d1adikaacia nou neplypagpnKe.

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
Méoog 0pog LAPA + 1SD 76+31 94£39
EUpog LAPA 44-106 55-133

To €UPOG TwV Kavovikwv BaBuoAoyiomv gival peyalo kal kupaiveral and 20 éwg 180. To akdAouBo eUpog
BaBuoAoyiwv eAREON anod auta Ta 40 QuOIoAOYIKA aToua:
Fast Red Violet LB Fast Blue BB
20-146 25-180
Eav Ta napatnpoupeva anoteAéopaTa SlapEPOUV and Ta avapevOUEVa, ENIKOIVWVATTE HE TNV TEXVIKN
ggunnpétnon Tng Sigma-Aldrich yia BorBeia.
XapakTnpioTikad anédoong TnG avaAuong

Ta anoteAéopara anddoong TNG avaAuong yia TiG deSoHEVEG DOKINATIEG MOU NPayHarTonoindnkav oe OAeg
TIG OTOXEUOHEVEG SOPEG, EMBERaI@VOUV TNV uaiodnoia, TNV €18IKOTNTA Kal TNV €NAvVAANWIPOTNTA O
nocooTo 100%.

Ap. Nepiypapn 210X06G EidikotnTa EuaioBnoia Eidikotnta EuaioBnoia
karaAdyou  npoiovTog EVTOGTNG &VTOGTNG HETAEU TWV HETAEU TOV
avaluong avaAuong avaAlUoswv avaAUuoswv
ANKaAIKO
diGAupa Znueia
861 Naphthol SpacTnpIoTATAC 3ota3 30Ta3 3o0ta3 3o0ta3
AS-BI
AAKAAIKO Snueia
862 Aidhupa FRV  8paoTnpioTnag 3oma3 3o0ma3 3oma3 3oma3
AAKAAIKO Znueia
863 Aithupa FBB  8pacTnpiotnTac 3ota3 30Ta3 3o0ta3 3o0ta3
AldAupa Snusia
914 VITp®IOUG . 3o01a 3 3o0ma3 3oma 3 3o1a3
varpiou dpaoTnpIdTNTAG
KiTpikO Znueia
915 Biahupa SpacTnpIoTATAC 3ota3 3o0ta3 3ota3 3ota3
AldAupa
GHS3 aipato&uAivng, MNuprveg 3o0ta3 30Ta3 3ota3 3ota3
Gill ap. 3
AlaAupa
oudETepOu .
N6264 KOKKIVOU, Mupnveg 3o01a3 3o0ta3 3ota3 3ota3
puBuIopHEVO

Mpo&I3onoInoEeIg Kal Kiviuvol

AvaTpEETe aTo AeATio dedOPEVWV AOPAAEIAq Kal aTnV €NICAKAVON NpoidvTog yia onolegdnnoTe
EVNUEPWHEVEG NANPOPOPIEG KIVOUVWV ) AOPAAEIAG.

86C:

o

H290 Mnopei va diaBpwoel péTalia.

H302 EniBAaBEg o€ nepinTwon KATanoong.

H315 MpokaAei epebiopud Tou SEPUATOG.

H317 Mnopei va npokaAéoel aAAepyIkn SeppaTikr avTidpaon.

H319 MpokaAei copapd oPBaAAUIko epeBITHO.

H335 Mnopei va npokaAéoel epeBIOUO TNG AVANVEUOTIKAG 0d0U.

H411 To&IkoO yia Toug udpPORIOUG OPYAVIOHOUG, HE HAKPOXPOVIEG ENIMTWOOEIG.

P234 Na diatnpeital povo aTnV apyIikr cUoKeuaacia.

P273 Na anogeUyetal n eEAeuBEpwan aTo NEPIBAAOV.

P280 Na gopdaTe NpooTaATEUTIKA YAVTIG/PECA ATOWIKAG NPOCTACIAg yia Ta pdaTia/To npodowno.

P301 + P312 SE NEPINTQSH KATAMOZHS: KaAéoTte To KENTPO AHAHTHPIASEQN/yiatpd, av
aioBavOeite adiabeaia.

P302 + P352 SE MEPINTQEH ENA®HE ME TO AEPMA: MAUveTe pe apBovo vepo.

P305 + P351 + P338 SE MEPINTQSH EMA®HSE ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO YIa APKETA
Aenta. EGv undpxouv (akoi enagrg, apaipeaTe Toug, €AV gival EUKOAO. SUVEXIOTE TNV EKNAUON.

86R:

H290 Mnopsi va diaBpwoel péTarAa.
H302 EmiBAaBég oe nepinTwon karanoong.

H315 MpokaAei epeBiopd Tou dEPUATOG.

H318 MpokaAei coBapr) o@Baipikn BAGRN.

H373 Mnopei va npokaAéoel BAGBeG oTa 6pyava (veppoi) UoTepa anod napaTeTapevn n
enaveiAnupevn €kBeon, o€ NEPINTWON KATANOONG.

P234 Na diatnpeital povo oTnv apxikr cuokeuaaoia.
P280 Na @opdaTe NpooTaTEUTIKA YAVTIa/PECA ATOWIKAG NpoaTaciag yia Ta pdTia/To npodowno.

P301 + P312 ZE NEPINTQZH KATAMOZHZ: KaAéoTe To KENTPO AHAHTHPIAZEQN/yiaTpd, av
aioBavOeite adiabeaia.

P302 + P352 SE MEPINTQSH EMA®HZ ME TO AEPMA: MAUVETE pe ApBovVo VePO.

P305 + P351 + P338 ZE MEPIMTQZH EMA®HSZ ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA |E VEPO YIA APKETA
AenTd. EGv unapyouv (pakoi eNagnc, apaipeaTe Toug, €av eival EUKOAO. ZUVEXIOTE TNV EKNAuON.

P314 SupBouleubeite/EniokepOeiTe yIaTpo €av aiobavOeite adiabeaia.

Eav, kata Tn 1apKela THG XProng autou Tou BondnpaTog i wg anoTéAecHa ThG XpPHong Tou,
£X€l CUMBEI KAMOI0 cOBaPO NEPIOTATIKO, MAPUKAAEIOTE VA TO AVAPEPETE OTOV KATUOKEUACTH
)/ ka1 oTov €E0UCI0B0TNHEVO avTINPOCMWNO TOU Kal 0TV £BVIKA apxn TG XRpag oag.
Opiopoi CUHBOAWV

SUpBoAa 6nwg opifovral oto EN ISO 15223-1:2021

KaTtaokeuaoTng ApIBuOG kaTahdyou

SupBOUAEUTEITE TIG 08NYiEG XPriONG Ap1BpOG napTidag

EE0UGI080TNHEVOG AVTINPOTWNOG
artnv Eupwnaikn Koivotnra/ c €
Eupwnaikn 'Evwon

ARA®GN CUPHOPPWONG Eupwnaikig
‘Evwaong (6nwg opileTal otnv odnyia
IVDR 2017/746)

In vitro diayvwaTikd
1aTPOTEXVOAOYIKO MPOioV

Hpepopnvia Angng

«
/l’ ‘Opio Beppokpaaciag A
1

Hpepopnvia napaywyng @

Mpoaooxn

Elcaywyéag

Ynodeikvuel Tov EEouciodoTnpévo
avTinpéowno otnv EABeTia
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MAnpo@opieg enikoivoviag
Ma va KAaveTe pia napayyehia, napakaAoUPE eMNOKEPBEITE Tov 10TOTONO pag otn dieuBuvan

SigmaAldrich.com. TMa TNV TeXVIKR EEUNNPETNON, NAPAKAAOUKE ENIOKEPOEITE TN OEAISA TEXVIKNG
£EunnpETNONG aTov 10TOTONO pag otn dieuBuvaon SigmaAldrich.com/techservice.

IoTopikO avafewpnosmv

Avab. 3.0 2014

Avab. 4.0 2016

Avab. 5.0 2023

'EyIVE HETAQOPAG OE VEO UNOBEIYHA HE TNV TPEXOUOA ENwVUNia. MpoadiopioTnke yia
ENAYYEAUATIK XProN OTNV NPoopIfopeVn Xpron Kai TIG NpopuUAAgeIG. H npoopifopevn
XPNon avabewpndnke yia uBUYpAPUION KE TIG KATEUBUVTAPIEG YpappeG IVDR. To
AeATio dedopévwv acPaleiag UAIKOU evnuep®BnKe og AgATio dedopévwv aopaeiag.
Evnpep®Onkav ol nAnpogopieg enikoivwviag. Apaipednke n odnyia va akoAoubeital To
CLSI yia Tn guAhoyr) deiypdatwv. Apaipédnke To EN 980 kai aAAa&e og EN ISO 15223-
1:2021 yia Ta oUPBoAa. MpooTeBnKav NANPOPOPIEG ENIKOIVWVIAG yia avemeuunta
oupBavra. NpooTéBNKe Nivakag 10Topikou avabewproewy. NMpoaBrkn NpogidonoIncewy
Kai KIvdUvwv. MpoaBnkn nANpoeopimv avTinpoownou EABETIag.

Ava8. 6.0 2024
A16pBwon apiBpol e0WTEPIKOU EYYPAPOU.
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Sigma-Aldrich.

Hasznalati utasitas

Leukocita alkalikus foszfataz
készlet

86. sz. eljaras

Ce MRRCK

Rendeltetésszerii hasznalat

A Sigma-Aldrich alkalikus foszfatdz készlet altaldanos laboratériumi felhasznélasra szant szévettani
festék. Az alkalikus foszfataz reagensek kizarolag professzionalis ,in vitro diagnosztikai
felhasznaldsra” szolgalnak. Ez a manualis, kvalitativ hisztokémiai eljarads kimutatja az alkalikus
foszfatdz aktivitast az emberi vér- és csontvelSkenetekben 1évé leukocitédkban. A leukocitdkhoz
kapcsolddé alkalikus foszfataz szovettani megjelenitése egy egyediilalld, az orvostudomanyban
jelenleg altalanosan hasznalt technika.

A hematopoetikus szévetekben az alkalikus foszfataz a szalagos és szegmentalt neutrofil sejtekre
korlatozddik.'2 A citokémiai enzimek klinikai jelentéséggel bird vizsgélatanak legkorabbi példaja talan
az alkalikus foszfataz szubsztitualt naftolok és diazoniumsok egyidejl rogzitésével torténd kimutatasa.?

A legtobb eljaras, beleértve a Sigma-Aldrich altal biztositott eljarast is, stabil diazoniumsdkat
alkalmaz. Ezeket egy arilamin vegyiilet és a natrium-nitrit savas kézegben torténd reakcidjaval
hozzak létre.* A keletkez6 diazonium-klorid (dltaldban instabil) ezutdn olyan vegyuletekkel
kezelhetd, mint a cink-klorid, a cink-szulfat vagy a naftalén-1,6-diszulfonat, igy stabil sok
képzGdnek. Ezek a stabilizatorok jelentds gatlast fejthetnek ki egyes enzimrendszerekre, mig a
diazénium-kloridok kevésbé gatl6 hatasuak.* Ezért a Sigma-Aldrich a Fast Red Violet LB bazis,

Fast Blue BB bazis és natrium-nitrit stabil oldatat biztositja az alkalikus foszfataz kimutatasat célzd
citokémiai vizsgalatokhoz. A médszerek tovabbi egyszeriisitése érdekében a rendszer tartalmaz egy
stabil, naftol-AS-BI-foszfat oldatot is.

A vizsgalat elvégzéséhez a fixalt vérkeneteket szobah6mérsékleten (18-26 °C-on) kell inkubalni
naftol-AS-BI-foszfatot, valamint frissen készitett, 2-amino-2-metil-1,3-propandiollal (AMPD) 9,5-es
pH-ra pufferelt Fast Red LB s6t vagy Fast Blue BB sot tartalmazé oldatban. Az aktivitas helyei az
alkalmazott diazoniumsotol fliggéen lehetnek pirosak vagy kékek. A Fast Red Violet LB-t alkalmazd
eljaras hasonlé az NCCLS éltal javasolt referenciamddszerhez.

Reagensek

Naftol-AS-BI alkalikus oldat (kat. sz.: 861-10ML)

Naftol-AS-BI-foszfat, 4 mg/ml, AMPD pufferben, 2 mol/|, pH-érték: 9,5. Figyelmeztetés. Bérirritald
hatdsu. Sulyos szemirritaciot okoz. Léguti irritaciot okozhat. Kerilje a g6zok belélegzését.

FRV alkalikus oldat (kat. sz.: 862-10ML)

Fat Red Violet LB bazis, 5 mg/ml, sésavban (0,4 mol/l), stabilizaldszerrel. Figyelmeztetés. Lenyelve
artalmas.

FBB alkalikus oldat (kat. sz.: 863-10ML)

Fast Blue BB bazis, 5 mg/ml, C.I. 37175, sésavban (0,4 mol/l), stabilizalészerrel.
Natrium-nitrit oldat (kat. sz.: 914-10ML)

Natrium-nitrit, 0,1 mol/I.

Citratoldat (kat. sz.: 915-50ML)

Citromsav, 18 mmol/I; natrium-citrat, 9 mmol/I; natrium-klorid, 12 mmol/I és feliiletaktiv anyag,
pufferelt pH-érték: 3,6

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

Hematoxilin (tanusitott), 6,0 g/I, C.I. 75290; natrium-jodat, 0,6 g/I; aluminium-szulfat, 52,8 g/I

és stabilizalészerek. Veszély. Lenyelve drtalmas. Sulyos szemkarosodast okoz. Véddékesztyli/
szemvédd/arcvédd hasznalata kotelezd.

Neutralvoros oldat, pufferelt (kat. sz.: N6264-50ML)

Neutralvoros (tanusitott), 0,5% (w/v), C.I. 50040, acetét pufferben, pH-érték: 5,2.
Tartésitoszert tartalmaz.

Szlikséges, de nem biztositott specialis anyagok

e Aceton, ACS-reagensmindség

e Formaldehid, 37%, ACS

Tarolas és stabilitas

A naftol-AS-BI alkalikus oldatot, FRV alkalikus oldatot, FBB alkalikus oldatot és natrium-nitrit oldatot

hitészekrényben (2-8 °C) kell tarolni. A reagensek a lejarati datumig stabilak. A citratoldatot
hiitészekrényben (2-8 °C) kell tarolni. Az oldat mikrobidlis ndvekedés hidnyaban hasznalhato.

A hematoxilinoldatot és neutralvéros oldatot szobahémérsékleten (18-26 °C) kell tarolni. A
hematoxilinoldatot védeni kell a fénytdl. A reagensek a lejarati datumig stabilak.

Bomlas

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

El6készités
A reagensek hasznalatra készek.

Citrat-aceton-formaldehid régzitéoldat: 25 ml citratoldathoz (kat. sz.: 915-50ML) adjon

65 ml acetont és 8 ml 37%-o0s formaldehidet. Tegye Uvegtartdlyba, és szorosan zarja le kupakkal.
H(itészekrényben tarolandé (2-8 °C). Hasznalat elétt melegitse 18-26 °C-ra. HUt8szekrényben,
szorosan lezarva tarolva 4 hétig stabil.

Ovintézkedések
Ezeket az in vitro diagnosztikai eszk6zoket klinikai laboratériumi kdrnyezetben torténé in vitro
diagnosztikai felhasznalasra szantak. Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkzoket csak képzett
szakemberek hasznélhatjak. A Sigma-Aldrich in vitro diagnosztikai eszkdzoket olyan laboratériumi
személyzet (izemeltetheti, akik képzettek az esetlegesen fert6z6 emberi mintak kezelésére,
mikroszképok és egyéb laboratdriumi berendezések hasznalataban, valamint kell§ szinérzékeléssel és
ldtasélességgel rendelkeznek a szinek és egyéb targyak mikroszkop alatt torténd megkilonboztetésére.
A laboratdriumi reagensek kezelése sordn a szokasos dvintézkedéseket kell kdvetni. A hulladékot a

helyi, allami, tartomanyi vagy nemzeti eléirdsoknak megfeleléen kell artalmatlanitani.
Eljaras

Mintavétel

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

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

Friss vér- vagy csontvelSkenetek vagy heparinnal antikoagulalt mintak hasznélhatok.® KERULJE AZ
EDTA ALKALMAZASAT.> A vérkeneteket az elkészitést6l szamitott 8 6ran beliil meg kell festeni az
enzimaktivitas tekintetében. Ha azonban ez nem lehetséges, az alkalikus foszfataz aktivitdsanak
fokozatos megsz(inését a rogzités és az éjszakan at fagyasztva torténd tarolds késleltetheti.> A
keneteket a rogzités el6tt legalabb 1 6raval, a rogzitést kovetéen a fagyasztas elétt pedig 3 raval
meg kell széritani.

Megjegyzések

Végezze az eljarast pozitiv kontrollok alkalmazaséval. Ilyen mintdkat piogén leukocitézisban
szenved0 betegektdl, illetve a terhesség harmadik trimeszterében vagy a szllés uténi elsé

néhany napon belill 1év6 n6ktdl lehet szerezni. Ezen személyeknél a leukocita alkalikus foszfatazra
vonatkozo értékek altalaban meghaladjék a 100-at. Egy normal rogzitett kenetbdl gy készithetd
negativ kontroll, hogy az enzimet 1 percig forrasban 1évé vizbe meriti az enzim inaktivaldsdhoz. A
kontrollkenetek 1 évig is megGrizhetdk, ha rogzitett allapotban, -70 °C-on Parafilm®-be csomagolva
taroljak Gket. Ezeket a keneteket a rogzités el6tt legalabb 1 6raval, a régzitést kovetéen a
fagyasztas el6tt pedig 3 6raval meg kell széritani.

Kifejezetten ajanlott, hogy minden laboratérium sajat, a helyi lakossagra jellemz6, vérhaté
tartomanyt hatarozzon meg.

Az eljards a megfestett sejtek szubjektiv mindsitésétél fiigg. Ez a kapott mindsitések széles skalajat
eredményezheti. A reakciéelegy hémérsékletét 18-26 °C kdzott kell tartani. Az alacsonyabb
hémérséklet lényegesen alacsonyabb pontszamot eredményez. 30 °C felett az aktivitds szamottevd
emelkedése tapasztalhatd. Az eozinofil sejtek nem festédnek, de felismerhet6k a kétkaréjos
sejtmagok és a nagy, fénytérést mutaté granulumok miatt.

Kevés adat all rendelkezésre olyan vegyuletekrél, amelyek befolyasolhatjdk a leukocitak alkalikus
foszfatazanak aktivitasat (LAPA). Egyes gydgyszerekrél és mas anyagokrdl ismert, hogy hatéssal
vannak a keringd alkalikus foszfataz aktivitasara.® Az ordlis fogamzasgatlok, a kortizol és a stressz
a leukocita alkalikus foszfatdz pontszamanak emelkedését eredményezheti.?

Emberekben az alkalikus foszfatdz aktivitdsa az érett és a szalagszer(i granulocitdkra korlatozodik.
A limfocitdkban esetenként gyenge fest6dés figyelheté meg. A csontveld oszteoblaszt sejtjei és az
endotélsejtek erdsen festédnek.

Eljaras
MEGJEGYZES: A Columbia festéedényekkel valé hasznalathoz ossza el a reagensmennyiséget 5-tel.
1. Mérjen ki 45 ml ioncserélt vizet, és allitsa be a hémérsékletet 18-26 °C-ra.
2. Készitse el a diazéniumso oldatat:
Adjon 1 ml natrium-nitrit oldatot 1 ml FRV alkalikus oldathoz,
VAGY
Adjon 1 ml natrium-nitrit oldatot 1 ml FBB alkalikus oldathoz. Keverje finoman fel-le forgatva.
Hagyja allni 2 percig.
Adja a 2. |épésben elkészitett oldatot az 1. |épésben leirt ioncserélt vizhez.

4. Adjon 1 ml naftol-AS-BI alkalikus oldatot a higitott diazoniumsé-oldathoz (3. Iépés). Alaposan
keverje 6ssze, és 6ntse kivettaba.

5. Melegitse a citrat-aceton-formaldehid régzitéoldatot szoba-hémérsékletlire (18-26 °C). Fixalja
a targylemezeket 30 masodpercig a fixaléba meritve. Oblitse éket dvatosan ioncserélt vizben
45 masodpercig. Ne hagyja, hogy a lemezek megszaradjanak.

6. Helyezze a targylemezeket az alkalikus festékkeverékbe (4. Iépés), és inkubalja 6ket
18-26 °C-on 15 percig. Védje a bemeritett targylemezeket a kdzvetlen fényt6l. Hasznalat utdn
az alkalikus festékkeveréket ki kell dobni.

7. 15 perc inkubacié utdn vegye ki a lemezeket a kiivettabdl, és 6blitse ket 2 percig ioncserélt
vizben. Ne hagyja, hogy a lemezek megszaradjanak.

8. Végezzen ellenfestést 2 percig. FRV alkalikus oldat hasznalata esetén ellenfestésként
hasznéljon Gill III-as hematoxilinoldatot. FBB alkalikus oldat hasznalata esetén alkalmazzon
pufferelt neutrdlvoros oldatot.

9. Alaposan dblitse le a targylemezeket csapvizben, és hagyja Gket a leveg6n széradni.

10. Végezze el a lemezek mikroszképos értékelését. Ha fedSlemezelés sziikséges, csak vizes
fed6kozeget hasznaljon.

Teljesitményjellemzok

w

A pontozas moédja

Vizsgalja meg a kenetet (900x), és valasszon ki egy vékony teriiletet, ahol az eritrocitdk alig
érintkeznek. A foszfatazaktivitds helyei a hasznalt festéktdl figgéen kék vagy voros szemcsékként
jelennek meg. Valasszon ki 100 egymast kévetd szegmentalt és szalagos neutrofil granulocitat.

A kicsapddott festék citoplazmaban megfigyelhetd mennyisége és intenzitasa alapjan osztalyozza
a sejteket 0 és 4+ kozott. A pontozési jellemzéket Idsd az 1. tablazatban. A pontszém 100 sejt
értékelésének dsszege.

1. tablazat Pontozasi jellemzék*

A citoplazméban kicsapddott azofesték
Sejt Mennyiség** Szemcseméret Fest6dés A citoplazma hattere
értékelése (%) intenzitasa
0+ Nincs - Nincs Nincs
1+ 50 Kicsi Halvany-kézepes Szintelen vagy nagyon
halvany rézsaszin, vagy kék
2+ 50-80 Kicsi Kozepes-erds Szintelen vagy halvany
rozsaszin, vagy kék
3+ 80-100 Kdzepes-nagy Er6s Szintelen vagy rézsaszin,
vagy kék
4+ 100 Kozepes-nagy Ragyogo Nem lathat6

* Az 1. tébldzat Kaplow megfigyeléseinek mddositasat mutatja.2?

** A citoplazma azofestékbdl képzddott csapadék altal elfoglalt térfogatanak szazalékos arénya.
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A leukocita alkalikus foszfataz aktivitasi (LAPA) pontszam meghatarozasahoz a megszamolt sejtek
szamat meg kell szorozni a sejtminGsitési értékkel. Ezeket a szamokat 6ssze kell adni a LAPA-pontszém
kiszamitasahoz, amint azt az aldbbi példak mutatjak:

Sejt Osszeszamolt LAPA-pontszam
értékelé sejtek pontszama

0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Osszesen 100 67

A kévetkez6 pontszamokat 40 egészséges személy mintdibol nyerték a Sigma-Aldrich véllalatnal a leirt
eljaras alkalmazéasaval.

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
LAPA atlaga 1 széras 76£31 94+39
LAPA-tartomany 44-106 55-133

A normal pontszamok tartomanya széles, 20 és 180 kozétt valtozik. A kovetkez$ pontszamtartomanyt
40 egészséges személyre vonatkozdan kaptak:

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
20-146 25-180

Ha a megfigyelt eredmények eltérnek a vart eredményektdl, kérjik, forduljon a Sigma-Aldrich miszaki
szolgélatahoz segitségért.

Analitikai teljesitményjellemzok

Az adott tesztek analitikai teljesitményjellemzi az 6sszes célstruktlran vizsgalva 100% érzékenységet,
specificitast és ismételhetéséget igazoltak.

Kat. sz.  Termékleiras cél Teszten Teszten Tesztek Tesztek
i beliili kozotti kozotti
itds érzékenység specificitds érzékenység

Naftol-AS-BIL Aktivitas
861 alkalikus oldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3
862  FRV alkalikus oldat  Aktivitas 3/3 3/3 3/3 3/3
helye
863  FBB alkalikus oldat AKUVvitds 3/3 3/3 3/3 3/3
helye
Natrium-nitrit Aktivitas
914 oldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3
i e Aktivitas
915 Citratoldat helye 3/3 3/3 3/3 3/3
GHs3  Hematowilinoldat,  sejimagok 33 3/3 3/3 3/3
Neutrélvéros oldat, .
N6264 pufferelt Sejtmagok 3/3 3/3 3/3 3/3

Figyelmeztetések és veszélyek

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

86C:

3

H290 Fémekre korroziv hatasu lehet.

H302 Lenyelve artalmas.

H315 Bérirritald hatasu.

H317 Allergids borreakciot valthat ki.

H319 Sulyos szemirritaciot okoz.

H335 Léguti irritaciot okozhat.

H411 Mérgez0 a vizi él6vildgra, hosszan tartd karosodast okoz.
P234 Az eredeti csomagolasban tartando.

P273 Kerdlni kell az anyagnak a kérnyezetbe val6 kijutasat.
P280 Védbkesztyli/szemvéds/arcvédd hasznalata kotelez6.
P301 + P312 LENYELES ESETEN: Rosszullét esetén forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.
P302 + P352 HA BORRE KERUL: Lemosas b6 vizzel.

P305 + P351 + P338 SZEMBE KERULES ESETEN: Tobb percig tarté dvatos 6blités vizzel.
Adott esetben a kontaktlencsék eltdvolitéasa, ha kénnyen megoldhaté. Folytassa az 6blitést.

86R:

H290 Fémekre korroziv hatasu lehet.

H302 Lenyelve artalmas.

H315 Bérirritald hatdsu.

H318 Sulyos szemkarosodast okoz.

H373 Ismétlédé vagy hosszabb expozicid esetén lenyelve karosithatja a szerveket (vese).

P234 Az eredeti csomagolasban tartando.

P280 Védbkesztyli/szemvédb/arcvédd hasznélata kotelezd.

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

P302 + P352 HA BORRE KERUL: Lemosas bé vizzel.

P305 + P351 + P338 SZEMBE KERULES ESETEN: Tobb percig tarté dvatos oblités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék eltavolitdsa, ha kénnyen megoldhatd. Folytassa az oblitést.

P314 Rosszullét esetén orvosi ellatast kell kérni.
Ha az eszk6z haszndlata soran vagy annak hasznalata kévetkeztében silyos
baleset tortént, kérjiik, jelentse azt a gyartéonak és/vagy meghatalmazott
képvisel6jének és a helyi nemzeti hatésagnak.
Jelmagyarazat
Az EN ISO 15223-1:2021 szabvanyban meghatarozott jelek

“ Gyartd

Katal6gusszam

Lasd a hasznalati utasitast

Gyartasi tétel kodja

Meghatalmazott képvisel§ az
Eurdpai K6zésségben/Eurépai
Uniéban

Az Eurépai Unié megfeleléségi
nyilatkozata (az IVDR 2017/746
meghatdrozasa szerint)

In vitro diagnosztikai orvostechnikai

Lejarati datum .
eszkoz

HEmérsékleti hatarértékek

Gyartasi datum

Vigyazat!

Importér

(]
-
il

Meghatalmazott képvisel§ Svajcban
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Sigma-Aldrich.

Navod k pouziti

Souprava pro leukocytarni
alkalickou fosfatazu

Postup ¢. 86
C€

Urcené pouziti
Soupravy Sigma-Aldrich alkalicka fosfataza jsou uréeny pro obecné laboratorni pouziti jako
histologické barvivo. Reagencie alkalické fosfatazy jsou uréeny pouze pro profesionalni ,diagnostické
pouziti in vitro". Tento manualni, kvalitativni, histochemicky postup prokazuje aktivitu alkalické
fosfatazy v leukocytech lidské krve nebo kostni dfené. Histologicka vizualizace alkalické fosfatazy
asociované s leukocyty je unikatni technikou, ktera se v soucasnosti v mediciné bézné pouziva.

MRRCK

Zda se, ze v hematopoetické tkani je alkalicka fosfatdza omezena na neutrofilni segmenty a tyce.!?
Jeji prokézani sou¢asnym zachycenim pomoci substituovanych naftoll a diazoniovych soli je snad
nejranéjsim prikladem testu s cytochemickymi enzymy s klinickym vyznamem.?

Vétsina postupll, véetné postupll poskytovanych spole¢nosti Sigma-Aldrich, pouzivé stabilni
diazoniové soli. Ty vznikaji reakci arylaminu s dusitanem sodnym v kyselém prostfedi.* Vysledny
diazonium chlorid (obvykle nestabilni) pak mlze byt zpracovén se slou¢eninami, jako je chlorid
zinecnaty, siran zineCnaty nebo naftalen-1,6-disulfonat, za vzniku stabilnich soli. Tyto stabilizatory
mohou vyrazné inhibovat nékteré enzymatické systémy, zatimco diazonium chloridy jsou méné
inhibi¢ni.* Z tohoto dfivodu nyni spole¢nost Sigma-Aldrich poskytuje pro cytochemii alkalické
fosfatdzy stabilni roztoky zakladu Fast Red Violet LB, zékladu Fast Blue BB a dusitanu sodného.
Pro dalsi zjednoduseni téchto metod je zahrnut stabilni roztok naftol AS-BI fosfatu.

K provedeni tohoto testu se fixované krevni natéry |nkubuJ| pFi pOkOJO\/e teploté (18-26 °C)

v roztoku obsahujicim naftol AS-BI fosfat a Cerstvé pFipravenou stil Fast Red Violet LB nebo sl
Fast Blue BB pufrovanou 2-amino-2-methyl-1,3-propandiolem (AMPD) na pH 9,5. Mista aktivity
jsou ¢ervend nebo modra v zavislosti na zvolené diazoniové soli. Postup zahrnujici ¢inidlo

Fast Red Violet LB je podobny navrhované referenéni metodé NCCLS.>

Cinidla

Alkalicky roztok naftolu AS-BI (kat. ¢. 861-10ML)

Naftol AS-BI fosfat, 4 mg/ml, v pufru AMPD, 2 mol/l, pH 9,5. Varovéni. Dréazdi kizi. Zplisobuje
vazné podrazdéni o&i. Mlze zplsobit podrazdéni dychacich cest. Zamezte vdechovani vypard.

Alkalicky roztok FRV (kat. ¢. 862-10ML)

Zakladni roztok Fast Red Violet LB, 5 mg/ml, v kyseliné chlorovodikové, 0,4 mol/l,
se stabilizatorem. Varovani. Zdravi Skodlivy pfi poziti.

Alkalicky roztok FBB (kat. ¢. 863-10ML)

Z&kladni roztok Fast Blue BB, 5 mg/ml, C.I. 37175, v kyseliné chlorovodikové, 0,4 mol/I,
se stabilizatorem

Roztok dusitanu sodného (kat. ¢. 914-10ML)
Dusitan sodny, 0,1 mol/I
Roztok citratu (kat. ¢. 915-50ML)

Kyselina citronova, 18 mmol/I, citronan sodny, 9 mmol/l, chlorid sodny, 12 mmol/I, s povrchové
aktivni latkou, pufrovano na pH 3,6

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

Hematoxylin, certifikovany, 6,0 g/, C.I. 75290, jodi¢nan sodny, 0,6 g/, a siran hlinity, 52,8 g/I,
se stabilizatory. Nebezpedi. Zdravi Skodlivy pfi poZiti. Zplisobuje vazné poskozeni odi. Pouzivejte
ochranné rukavice / ochranné bryle / oblicejovy Stit.

Neutralni éerveny roztok, pufrovany (kat. ¢. N6264-50ML)

Neutralni ¢ervend, certifikovana, 0,5% m/v, C.I. 50040, v acetatovém pufru, pH 5,2. Konzervaéni
pfisada pridana.

Potfebné specialni materidly, které nejsou soucasti dodavky

e Aceton, ACS ¢inidlo

e Formaldehyd, 37% ACS

Skladovani a stabilita

Uchovéveijte alkalicky roztok naftolu AS-BI, alkalicky roztok FRV, alkalicky roztok FBB a roztok
dusitanu sodného v chladniéce (2-8 °C). Cinidla jsou stabilni do data spotfeby. Uchovavejte roztok
citratu v chladnicce (2-8 °C). Roztok je vhodny pro pouiti, pokud nedochazi k mikrobialnimu réistu.

Uchovévejte roztok hematoxylinu a neutraini cerveny roztok pfi pokojové teploté (18-26 °C).
Chrarite roztok hematoxylinu pfed svétlem. Cinidla jsou stabilni do data spotfeby.

Znehodnoceni

Pokud roztok hematoxylinu zhnédne (nadmérné okysliceny ze vzduchu) nebo zfialovi
(ztrata kyselosti), zlikvidujte jej.

PFiprava
Cinidla jsou dodavana pfipravena k pouZiti.

Fixaéni prostiedek citrat-aceton-formaldehyd: Do 25 ml roztoku citratu, kat. ¢. 915-50ML,
pfidejte 65 ml acetonu a 8 ml 37% formaldehydu. Vlozte do sklenéné lahvi¢ky a pevné uzavrete.
Uchovavejte v chladni¢ce (2-8 °C). Pfed pouzitim zahfejte na 18-26 °C. Stabilni az 4 tydny, pokud
je uchovavan pevné uzavieny v chladnicce.

Bezpecnostni opatfeni
Tyto diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro jsou urceny pro diagnostické pouZiti in vitro

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

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

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

Postup

Odbér vzork{

Z4dna zndmé zkudebni metoda neméze nabidnout naprosté ujisténi, ze vzorky krve nebo tkané
nebudou zdrojem infekce. VSechny krevni derivaty nebo vzorky tkani je proto nutné povazovat za
potencidlné infekéni.

Lze pou2|t Cerstvé natéry nebo vzorky krve nebo kostni diené antikoagulované heparinem.®
VYHYBEJTE SE EDTA.5 Krevni natéry by mely byt obarveny pro zkoumani enzymatické aktivity

do 8 hodin od pripravy. Pokud to viak neni mozné, mize byt postupna ztrata aktivity alkalické
fosfatdzy zpozdéna fixaci a uloZzenim pfes noc do mrazniéky.5 Natéry by mély byt vysuseny nejméné
1 hodinu pred fixaci a 3 hodiny po fixaci pfed zmrazenim.

Poznamky

Provedte postup s pouzitim pozitivnich kontrol. Ty Ize ziskat od pacient(l s pyogenni leukocytézou
nebo od Zen ve tietim trimestru téhotenstvi nebo béhem prvnich nékolika dnd po porodu. Skére
alkalické fosfatézy leukocytl u téchto osob obvykle presahuje 100. Negativni kontrolu Ize pFipravit
z normalniho fixovaného natéru ponofenim do vrouci vody po dobu 1 minuty, aby se enzym
deaktivoval. Kontrolni natéry Ize uchovavat az 1 rok, pokud jsou skladovény fixované, zabalené

v obalu Parafilm® pfi teploté —70 °C. Natéry by mély byt vysuseny nejméné 1 hodinu pred fixaci
a 3 hodiny po fixaci pred zmrazenim.

Dirazné se doporucuje, aby si kazda laboratoF stanovila vlastni oéekavany rozsah charakteristicky
pro mistni populaci.

Postup zavisi na subjektivnim hodnoceni zbarvenych bunék. Vysledkem mize byt Siroka variabilita
ziskanych hodnoceni. Teplota reakéni smési musi byt udrZzovana v rozmezi 18-26 °C. Nizsi teploty
budou mit za nasledek vyrazné nizsi skére. PFi teploté nad 30 °C dojde k vyraznému zvyseni aktivity.
Eozinofily se nezbavuji, ale Ize je rozpoznat podle dvoulalo¢nych jader a velkych refraktilnich granuli.

Udaje o latkach, které mohou interferovat s aktivitou alkalické fosfatazy leukocytd (LAPA), jsou
omezené. O nékterych lécich a dalSich Iatkach je znamo, Ze ovliviiuji aktivitu alkalické fosfatazy

v krevnim obéhu.¢ Perordlni antikoncepce, kortizol a stres mohou vést ke zvysenému skore alkalické
fosfatazy leukocytd.?

U lidi je aktivita alkalické fosfatdzy omezena na nezralé a zralé granulocyty. V lymfocytech méize byt
obcas pozorovano slabé zbarveni. Osteoblasty kostni dfené a endotelidlni buriky se barvi silné.

Postup

POZNAMKA: Pro pouZiti s nddobami Columbia vydélte objemy ¢inidla 5.

1. Odméfte 45 ml deionizované vody a upravte teplotu na 18-26 °C.

2. Pripravte roztok diazoniové soli:

Pridejte 1 ml roztoku dusitanu sodného do 1 ml alkalického roztoku FRV

NEBO

pridejte 1 ml roztoku dusitanu sodného do 1 ml alkalického roztoku FBB. Zamichejte jemnym

preklapénim. Nechte 2 minuty odstat.

Pridejte roztok pfipraveny v kroku 2 do deionizované vody z kroku 1.

4. Do zfedéného roztoku diazoniové soli (krok 3) pfidejte 1 ml alkalického roztoku naftolu AS-BI.
Dobfe promichejte a nalijte do Coplinovy nadoby.

5. Privedte fixacni prostfedek citrat-aceton-formaldehyd na pokojovou teplotu (18-26 °C).
Zafixujte sklicka ponofenim do fixa¢niho roztoku na 30 sekund. Jemné oplachujte
v deionizované vodé po dobu 45 sekund. Nedovolte, aby sklicka vyschla.

6. Pridejte sklicka do smési alkalickych barviv (krok 4) a inkubujte 15 minut pfi teploté
18-26 °C. Ponofena skli¢ka chrafite pfed pfimym svétlem. Smés alkalickych barviv po pouziti
zlikvidujte.

7. Po 15 minutach inkubace vyjméte sklicka z Coplinovy nadoby a 2 minuty oplachujte
v deionizované vodé. Nedovolte, aby skli¢ka vyschla.

8. Kontrastné barvéte po dobu 2 minut. Pokud pouzivate alkalicky roztok FRV, provedte
kontrastni barveni roztokem hematoxylinu podle Gilla ¢. 3. Pokud pouzivate alkalicky roztok
FBB, provedte kontrastni barveni pufrovanym neutralnim ¢ervenym roztokem.

9. Dikladné oplachnéte sklicka vodou z vodovodu a vysuste na vzduchu.

10. Mikroskopicky vyhodnotte. Pokud je vyzadovéno kryci skli¢ko, pouzivejte pouze vodné
montazni médium.

Pracovni charakteristiky

w

Metoda hodnoceni

Prohlédnéte si natér (900X) a vyberte tenkou oblast, kde se erytrocyty sotva dotykaji. Mista aktivity
fosfatdzy se objevi jako modré nebo ¢ervené granule v zavislosti na pouzitém barvivu. Vyberte 100
po sobé jdoucich neutrofilnich granulocytd ve stadiu ty¢ky a segmentu. Ohodnotte je body od 0 do
4+ na zakladé mnoZstvi a intenzity vysrazeného barviva v cytoplazmé téchto bunék. Charakteristiky
hodnoceni jsou uvedeny v tabulce 1. Soucet hodnoceni 100 bunék je povazovan za skore.

Tabulka 1. Charakteristiky hodnoceni*

Vysrazené azobarvivo v cytoplazmé
Hodnoceni MnozZstvi**  Velikost Intenzita Pozadi cytoplazmy
buriky (%) granuli barveni
0+ Zadné - Zadné Zadné
1+ 50 Malé Slabé a7 stfedni | Bezbarvé az velmi svétle rlzové
nebo modré
2+ 50-80 Malé Stiedni az silné Bezbarvé a2 svétle rlizové nebo
modré
3+ 80-100 Stiedni Silné Bezbarvé a7 riizové nebo modré
az velké
4+ 100 Stiedni Brilantni Neni viditelné
az velké

* Tabulka 1 pfedstavuje Upravu pozorovani provedenou Kaplowem.2 3

** Procento objemu cytoplazmy obsazené srazeninou azobarviva.
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Aby bylo mozné ziskat skore aktivity alkalické fosfatazy leukocyttl (LAPA), vynasobi se pocet
zapocitanych bunék hodnotou pro hodnoceni bunék. Tyto hodnoty se sectou a ziska se skére LAPA, jak
je znazornéno v nasledujicich pfikladech:

Hodnoceni Vypodéitané Skére LAPA

burnky skoére

0 60 0

1+ 20 20

2+ 14 28

3+ 5 15

4+ 1 4

Celkem 100 67

Nasledujici skére od 40 zdravych jedincdl byla zméFena ve spole¢nosti Sigma-Aldrich popsanym postupem.

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
Primér LAPA + 1SD 76 + 31 94 + 39
Rozsah LAPA 44-106 55-133

Rozsah normalnich skére je $iroky, pohybuje se od 20 do 180. U t&chto 40 normalnich jedincd byl
ziskan nasledujici rozsah skoére:

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
20-146 25-180

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

Analytické pracovni charakteristiky

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

Kat.  Popis produktu cil Specifi¢nost Citlivost Specifiénost Citlivost
é. v ramci testu v ramci testu  mezi testy mezi testy
Alkalicky roztok Mista
861 naftolu AS-BI aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Alkalicky roztok Mista
862 FRV aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Alkalicky roztok Mista
863 FBB aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Roztok dusitanu Mista
914 sodného aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
_— Mista
915 Roztok citratu aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Roztok
GHS3 hematoxylinu Jadra 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
podle Gilla ¢. 3
Ne264 Neutraini cerveny -y, 3ze3 373 3ze3 3ze3

roztok, pufrovany

Varovani a nebezpeci

Aktualni informace o rizicich, nebezpecich a bezpecnosti si prectéte v bezpecnostnim listu
a na oznaceni vyrobku.

86C:

o

H290 Mze byt korozivni pro kovy.

H302 zdravi skodlivy pfi poziti.

H315 Drazdi kdzi.

H317 Mlze vyvolat alergickou koZni reakci.

H319 Zplsobuje vézné podrazdéni o¢i.

H335 Mze zplsobit podrazdéni dychacich cest.

H411 Toxicky pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gcinky.

P234 Uchovavejte pouze v plivodnim obalu.

P273 Zabrante uvolnéni do zivotniho prostredi.

P280 Pouzivejte ochranné rukavice / ochranné bryle / obli¢ejovy stit.

P301 + P312 PRI POZITI: Necitite-li se dobie, volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNT STREDISKO
nebo lékare.

P302 + P352 PRI STYKU S KOZ{: Omyjte velkym mnozstvim vody.

P305 + P351 + P338 PRI ZASAZENT OCI: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

86R:

H290 Méze byt korozivni pro kovy.

H302 zdravi Skodlivy pfi poziti.

H315 Drazdi kdzi.

H318 Zplsobuje vazné poskozeni o&i.

H373 Mize zplsobit poskozeni organd (ledviny) pii prodlouzené nebo opakované expozici pfi poziti.

P234 Uchovavejte pouze v plivodnim obalu.

P280 Pouzivejte ochranné rukavice / ochranné bryle / obli¢ejovy stit.

P301 + P312 PRI POZITI: Necitite-li se dobie, volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO
nebo lékare.

P302 + P352 PRI STYKU S KOZ{: Omyjte velkym mnozstvim vody.

P305 + P351 + P338 PRI ZASAZENT OCI: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

P314 Necitite-li se dobfe, vyhledejte Iékarskou pomoc/osetfeni.

Pokud béhem pouzivani tohoto prostiedku nebo v diisledku jeho pouzivani doslo
k zadvazné nezadouci pfihodé, nahlaste to vyrobci a/nebo jeho autorizovanému
zastupci a vasemu narodnimu Gfadu.

Definice symboli

Symboly definované v normé EN ISO 15223-1:2021

Vyrobce Katalogové ¢islo

Prectéte si Navod k pouziti Kod Sarze

Prohlaseni o shodé s predpisy
Evropské unie (podle definice
v IVDR 2017/746)

Autorizovany zastupce v Evropském
spolecenstvi / Evropské unii

q3

Diagnosticky zdravotnicky

Datum spotfeby prostfedek in vitro

Upozornéni

-
,}’ Teplotni limit
il

Datum vyroby Dovozce

Oznacuje autorizovaného zastupce

ve Svycarsku

Reference

1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp
Pathol 10:253, 1929

2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphatase
activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955

3. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, Park Ridge
(NJ), 1982, pp 248-250

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

5. Proposed Standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4, No.
14, National Committee for Clinical Laboratory Standards

6. Young DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.
1997;34(6):579-581

7. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann New
York Acad Sci 155:911, 1968

Kontaktni informace

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

Leukocytt alkalisk fosfatase-sett

Prosedyre nr. 86

q3

MRRCK

Tiltenkt bruk

Sigma-Aldrich alkalisk fosfatase-sett er ment 8 vaere en generell histologisk fargelgsning for bruk

i et laboratorium. Alkaliske fosfatasereagenser er bare for profesjonell «in vitro-diagnostisk bruk».
Denne manuelle, kvantitative og histokjemiske prosedyren demonstrerer alkalisk fosfatase-aktivitet
i leukocytter i blod- eller benmargsfilmer fra mennesker. Histologisk visualisering av leukocytt
forbundet alkaline phosphatase er en unik teknikk som ofte brukes innen medisin.

1 hematopoetisk vev ser alkalisk fosfatase ut til & vaere begrenset til bdnd- og segmenterte ngytrofiler.12
P&visningen ved samtidig innfanging ved bruk av substituerte naftoler og diazoniumsalter er kanskje
det tidligste eksemplet pa en cytokjemisk enzymtest med klinisk betydning.?

De fleste prosedyrer, inkludert de fra Sigma-Aldrich, benytter stabile diazoniumsalter. Disse dannes
ved 8 reagere et arylamin med natriumnitritt i et surt medium.* Det resulterende diazoniumkloridet
(som regel ustabilt) kan deretter behandles med forbindelser som sinkklorid, sinksulfat eller
naftalen-1,6-disulfonat, som danner stabile salter. Disse stabilisatorene kan utgve markert
hemming p& enkelte enzymsystemer, mens diazoniumkloridene er mindre hemmende.* Av denne
grunn tilbyr Sigma-Aldrich né stabile Igsninger av Fast Red Violet LB-base, Fast Blue BB-base og
natriumnitritt for alkalisk fosfatase-cytokjemi. For 8 forenkle disse metodene ytterligere inngér en
stabil lgsning med naftol-AS-BI-fosfat.

For & utfgre testen inkuberes fikserte blodfilmer i romtemperatur (18-26 °C) i en Igsning som
inneholder naftol-AS-BI-fosfat og ferskt fremstilt Fast Red Violet LB-salt eller Fast Blue BB-salt
bufret ved pH 9,5 med 2-amino-2-metyl-1,3-propandiol (AMPD). Steder med aktivitet er enten
rgde eller bl§, avhengig av valget av diazoniumsalt. Prosedyren som inkluderer Fast Red Violet LB
ligner pd en foresl&tt NCCLS-referansemetode.5

Reagenser
Alkalisk naftol-AS-BI-lgsning (kat.nr. 861-10ML)

Naftol-AS-BI-fosfat, 4 mg/ml, i AMPD-buffer, 2 mol/I, pH 9,5. Advarsel. Irriterer huden. Gir alvorlig
gyeirritasjon. Kan fordrsake irritasjon av luftveiene. Unngd inn&nding av damp.

Alkalisk FRV-lgsning (kat.nr. 862-10ML)

Fast Red Violet LB-base, 5 mg/ml, i saltsyre, 0,4 mol/l, med stabiliseringsmiddel. Advarsel.
Farlig ved svelging.

Alkalisk FBB-lgsning (kat.nr. 863-10ML)

Fast Blue BB-base, 5 mg/ml, C.I. 37175, i saltsyre, 0,4 mol/l, med stabiliseringsmiddel
Natriumnitrittigsning (kat.nr. 914-10ML)

Natriumnitritt, 0,1 mol/I

Sitratlgsning (kat.nr. 915-50ML)

Sitronsyre, 18 mmol/l, natriumsitrat, 9 mmol/I, natriumklorid, 12 mmol/l, med overflateaktivt
middel, bufret ved pH 3,6

Hematoksylinlgsning, Gill-nr. 3 (kat.nr. GHS3-50ML)
Hematoksylin, sertifisert, 6,0 g/I, C.I. 75290, natriumjodat, 0,6 g/l, og aluminiumsulfat, 52,8 g/I,

med stabiliseringsmidler. Fare. Farlig ved svelging. Gir alvorlig gyeskade. Benytt vernehansker/
gyevern/ansiktsvern.

Ngytral rgd lgsning, bufret (kat.nr. N6264-50ML)
Noytral rad, sertifisert, 0,5 % vekt/volum, C.I. 50040, i acetatbuffer, pH 5,2. Tilsatt konserveringsmiddel.

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

e Formaldehyd, 37 % ACS

Oppbevaring og stabilitet

Oppbevar alkalisk naftol-AS-BI-lgsning, alkalisk FRV-lgsning, alkalisk FBB-lgsning og
natriumnitrittigsning i kjsleskap (2-8 °C). Reagenser er stabile frem til utlspsdatoen. Oppbevar
sitratlgsning i kjgleskap (2-8 °C). Lgsningen er egnet for bruk ved fraveer av mikrobiell vekst.

Oppbevar hematoksylinlgsning og ngytral red Igsning i romtemperatur (18-26 °C). Beskytt
hematoksylinlgsningen mot lys. Reagenser er stabile frem til utlgpsdatoen.

Forringelse
Kast hematoksylinlgsning hvis Igsningen blir brun (overoksidert fra luft) eller lilla (tap av surhet).

Klargjgring
Reagenser leveres klare til bruk.

Fikseringsmiddel med sitrat-aceton-formaldehyd: Tilsett 65 ml aceton og 8 ml 37 %
formaldehyd i 25 ml sitratlgsning, kat.nr. 915-50ML. Plasser i en glassflaske, og lukk godt igjen.
Oppbevares i kjgleskap (2-8 °C). Varm opp til 18-26 °C for bruk. Stabil i opptil 4 uker ved
oppbevaring godt lukket i kjsleskap.

Forsiktighetsregler

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

er kun for profesjonell bruk av kvalifisert personell. Sigma-Aldrich-IVD-er kan betjenes av
laboratoriepersonell som er opplzert i 8 hdndtere humane praver 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 hdndtering av laboratoriereagenser bgr fglges. Avfall m kastes i
samsvar med alle lokale, statlige, provinsielle eller nasjonale forskrifter.

Prosedyre

Prgvetaking

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

Ferske blod- eller benmargsfilmer eller prgver som er antikoagulert med heparin kan brukes.®
UNNGR EDTA.S Blodutstryk skal farges for enzymaktivitet innen 8 timer etter fremstilling. Hvis dette
ikke er mulig, kan det gradvise tapet av alkalisk fosfatase-aktivitet forsinkes ved hjelp av fiksering
og oppbevaring over natten i fryseren.® Filmer skal tgrkes minst 1 time fgr fiksering og 3 timer etter
fiksering for nedfrysing.

Merknader

Utfor prosedyren ved bruk av positive kontroller. Disse kan hentes fra pasienter med pyogen
leukocytose eller hos gravide kvinner i tredje trimester eller de farste dagene etter fadselen. Sk&r

av alkalisk fosfatase i leukocytter fra disse personene er som regel over 100. En negatlv kontroll kan
fremstilles fra et vanlig fiksert utstryk ved a dyppe den i kokende vann i 1 minutt for & inaktivere
enzymet. Kontrollfilmer kan bevares i opptil 1 r hvis de oppbevares fiksert og pakket i Parafilm® ved
-70 °C. Disse filmene bgr tgrkes minst 1 time for fiksering og 3 timer etter fiksering fgr frysing.

Det anbefales sterkt at hvert laboratorium oppretter sitt eget forventede omrdde som er
karakteristisk for den lokale populasjonen.

Prosedyren avhenger av subjektiv vurdering av fargede celler. Dette kan resultere i at sveert ulike
variasjoner oppnds. Temperaturen p8 reaksjonsblandingen ma holdes mellom 18-26 °C. Lavere
temperaturer vil resultere i betydelig lavere skdr. Over 30 °C gker aktiviteten betydelig. Eosinofiler
farges ikke, men kan gjenkjennes av lappedelte kjerner og store refraktile granuler.

Det finnes lite data p& forbindelser som kan forstyrre aktwlteten av alkalisk fosfatase i leukocytter
(LAPA). Visse legemidler og andre stoffer er k]ent for & pavirke aktiviteten av sirkulerende alkalisk
fosfatase.¢ P-piller, kortisol og stress kan gke skdrene av alkalisk fosfatase i leukocytter.?

Hos mennesker er aktiviteten av alkalisk fosfatase begrenset til modne og b&ndformede
granulocytter. Noen ganger kan svak farging observeres i lymfocytter. Benmargsosteoblaster og
endotelceller farges kraftig.

Prosedyre
MERK: For bruk med Columbia-glass deles reagensvolumene med 5.

1. M3l opp 45 ml avionisert vann, og juster temperaturen til 18-26 °C.

2. Fremstill diazoniumsaltlgsning:
Tilsett 1 ml natriumnitrittigsning i 1 ml alkalisk FRV-lgsning

ELLER

tilsett 1 ml natriumnitrittigsning i 1 ml alkalisk FBB-Igsning. Bland ved & snu opp ned varsomt.
La std i 2 minutter.
Tilsett Igsning fremstilt i trinn 2 i det avioniserte vannet fra trinn 1.

4. Tilsett 1 ml alkalisk naftol-AS-BI-lgsning i fortynnet diazoniumsaltlgsning (trinn 3). Bland godt,
og hell i en Coplin-beholder.

5. Romtemperer (18-26 °C) sitrat-aceton-formaldehyd-fikseringsmidlet. Fikser objektglass ved &
senke dem ned i fikseringslgsning i 30 sekunder. Skyll varsomt i avionisert vann i 45 sekunder.
Objektglassene skal ikke lufttgrkes.

6. Plasser objektglassene i alkalisk fargestoffblanding (trinn 4), og inkuber ved 18-26 °C
i 15 minutter. Blgtlagte objektglass skal beskyttes mot direkte lys. Kasser den alkaliske
fargestoffblandingen etter bruk.

7. Etter 15 minutters inkubasjon skal objektglassene fijernes fra Coplin-beholderen og skylles i
2 minutter i avionisert vann. Objektglassene skal ikke lufttgrkes.

8. Utfor kontrastfarging i 2 minutter. Hvis du bruker alkalisk FRV-Igsning, m& du kontrastfarge
med hematoksylinlgsning, Gill-nr. 3. Hvis du bruker alkalisk FBB-Igsning, m& du kontrastfarge
med ngytral rgd lgsning, bufret.

9. Skyll objektglassene grundig i vann fra springen, og lufttgrk.

10. Evaluer mikroskopisk. Hvis dekkglass kreves, m8 du kun bruke et vannholdig
monteringsmedium.

Ytelsesegenskaper

w

Skaringsmetode

Skann filmen (900X), og velg et tynt omrade der erytrocytter s vidt bergrer hverandre. Steder
med fosfataseaktivitet vises som bl eller rade granuler, avhengig av fargestoffet som brukes. Velg
100 pafglgende segmenterte og bandformede ngytrofile granulocytter. Gi vurdering fra 0 til 4+ pd
grunnlag av mengde og intensitet av utfelt fargestoff i cytoplasmaet til disse cellene. Se tabell 1 for
skaringsegenskaper. Summen av vurderinger fra 100 celler anses som skaren.

Tabell 1. Skdringsegenskaper*

Utfelt azofargestoff i cytoplasma
Cellevurdering Mengde** Granulstgrrelse Fargeintensitet

Bakgrunn for

(%) cytoplasma

0+ Ingen - Ingen Ingen

1+ 50 Liten Svak til moderat | Fargelgs til sveert lys rosa
eller bld

2+ 50-80 Liten Moderat til sterk Fargelgs til lys rosa
eller bl3

3+ 80-100 Middels til stor Sterk Fargelgs til rosa eller bld

4+ 100 Middels til stor Strélende Usynlig

* Tabell 1 representerer endring av observasjoner gjort av Kaplow.? 3

** Prosentandel cytoplasmavolum som er okkupert av azofargestoffutfelling.
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For & oppna skar for alkalisk fosfatase-aktivitet i leukocytter (LAPA) multipliseres antallet celler med

o ) . )
verdien for cellevurdering. Disse tallene legges til for & oppn& LAPA-sk&r som vist i falgende eksempler: H373 Kan forarsake organskader (nyrer) ved langvarig eller gjentatt eksponering.
P234 Oppbevares bare i originalemballasjen.
Cellevurdering Skar etter LAPA-skar
telling P280 Benytt vernehansker/gyevern/ansiktsvern.
10 28 200 P301 + P312 VED SVELGING: Kontakt et GIFTINFORMASIONSSENTER / en lege ved ubehag.
+

2+ 14 28 P302 + P352 VED HUDKONTAKT: Vask med mye vann.

3+ 5 15 P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fiern

4+ 1 4 eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjgre. Fortsett skylling.

Totalt 100 67

° o P314 Sgk legehjelp ved ubehag.
Fglgende skar fra 40 friske individer ble oppnadd med Sigma-Aldrich ved bruk av den beskrevne prosedyren.

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

Fast Red Violet LB Fast Blue BB et resultat av bruken, mé det rapporteres til produsenten og/eller produsentens
LAPA-gjennomsnitt 76 + 31 94 + 39 autoriserte representant og til den nasjonale myndigheten.
+ 15D Symbolforklaring
LAPA-omrdde 44-106 55-133

Symboler som definert i EN ISO 15223-1:2021

Utvalget av normale skrer er bredt, og varierer fra 20 til 180. Folgende skdromrade ble oppn&dd fra
disse 40 normale personene:

Produsent Katalognummer

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
20-146 25-180

tles observerte resultater avviker fra forventede resultater, kontakt Sigma-Aldrichs tekniske service for
a fa hjelp.

Se bruksanvisning Batchkode

Autorisert representant i Det
europeiske fellesskap / EU

EU-samsvarserkleering (definert i
IVDR 2017/746)

)
m

Analytiske ytelsesegenska per Best fgr-dato In vitro-diagnostisk medisinsk utstyr

De analytiske ytelsesresultatene for de gitte testene som ble utfgrt pd alle mélstrukturer, bekrefter /],

&> 3

100 % fglsomhet, spesifisitet og repeterbarhet. Temperaturgrense Forsiktighetsregel
Produksjonsdato Importer
Kat. Produktbeskrivelse Mal Spesifisitet Fglsomhet Spesifisitet Fgl het
nr. innen innen mellom mellom : )
analyse analyse analyser analyser CH |REP f:f:gsiirgaariion”is;:f;ts
. Steder
gor Alkalisk naftolAS-BI- - “neg 3av3 3av3 3av3 3av3
9 aktivitet Referanser
Steder 1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp
862 Alkalisk FRV-lgsning me_d 3av3 3av3 3av3 3av3 Pathol 10:253, 1929
aktivitet 2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphtase
_ . Steder activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955
863  Alkalisk FBB-lgsning med 3av3 3av3 3av3 3av3 3. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, Park Ridge
aktivitet (NJ), 1982, pp 248-250
Steder 4. Burstone MS: IN Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic
914  Natriumnitrittlgsning med 3av3 3av3 3av3 3av3 Press, New York, 1962, s. 88-113
aktivitet 5. Foreslgtt standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4, No. 14,
) . Steder National Committee for Clinical Laboratory Standards
915 Sitratlgsning k"]e,d 3av3 3av3 3av3 3av3 6. Young DS: Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.
: : aktivitet 1997;34(6):579-581
GHS3 Hematgk”syllnlézsmng, Kjerner 3av3 3av3 3av3 3av3 7. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann New
ili-nr. York Acad Sci 155:911, 1968
Ne2eq NOYralrad SN, yjerner  3av3 3av3 3av3 3av3 Kontaktinformasjon

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

Revisjonshistorikk

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

86C:
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

H290 Kan veare etsende for metaller. for & overholde IVDR-retningslinjer. Oppdaterte materialsikkerhetsdatablad til

5 Farli i sikkerhetsdatablad. Oppdaterte kontaktinformasjon. Fiernet instruksjon om & fglge
H302 Farlig ved svelging. CLSI for provetaking. Fjernet EN 980 og endret til EN ISO 15223-1:2021 for symboler.
H315 Irriterer huden. La til kontaktinformasjon for bivirkninger. La til en tabell med revisjonshistorikk. Tillegg

av advarsler og farer. Tillegg av CH-REP-informasjon.
H317 Kan utlgse en allergisk hudreaksjon.

Rev. 6.0 2024
H319 Gir alvorlig gyeirritasjon. Korrigert internt dokumentnummer.

H335 Kan forarsake irritasjon av luftveiene.

H411 Giftig, med langtidsvirkning, for liv i vann.

P234 Oppbevares bare i originalemballasjen.

P273 Unnga utslipp til miljoet.

P280 Benytt vernehansker/gyevern/ansiktsvern.

P301 + P312 VED SVELGING: Kontakt et GIFTINFORMASIONSSENTER / en lege ved ubehag.
P302 + P352 VED HUDKONTAKT: Vask med mye vann.

P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fiern Sigma-Aldrich, Inc,, MDSS GmbH Merck KGaA,
eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjore. Fortsett skylling 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271
: : St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
86R: an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

<3, MDSS CH GmbH

£ Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau
Switzerland

H290 Kan vaere etsende for metaller.

H302 Farlig ved svelging. Initialen M og Sigma-Aldrich er varemerker for Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland eller dets tilknyttede selskaper.

H315 Irriterer huden. Alle an.dre. vgremerker tilhgrer de respektive eierne. Detaljert informasjon om varemerker er tilgjengelig via
offentlig tilgjengelige ressurser.

H318 Gir alvorlig pyeskade. © 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Lokosit Alkalin Fosfataz Kiti
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Kullanim Amaci

Sigma-Aldrich Alkalin Fosfataz kitleri genel laboratuvar kullanimi igin histolojik boya olarak
tasarlanmistir. Alkalin Fosfataz reaktifleri yalnizca profesyonel "in Vitro Tani Amaglh Kullanim" igindir.
Bu manuel, kalitatif, histokimyasal proseddr, insan kani veya kemik iligi filmlerinin l6kositlerinde,
alkalin fosfataz aktivitesini gosterir. Lokositle baglantili alkalin fosfatazin histolojik olarak
gorsellestiriimesi, su anda tipta yaygin olarak kullanilan benzersiz bir tekniktir.

Hematopoietik dokuda alkalin fosfataz, bant ve segmentli nétrofillerle sinirli kalmaktadir.2 ikame
edilmis naftoller ve diazonyum tuzlari kullanilarak eszamanl yakalama ile gosterilmesi, belki de
klinik 6nemi olan bir sitokimyasal enzim testinin en eski 6rnegidir.

Sigma-Aldrich tarafindan saglananlar da dahil olmak tizere gogu prosedirde stabil diazonyum
tuzlan kullanihir. Bunlar, bir asit ortaminda arilamin ile sodyum nitritin reaksiyona sokulmasiyla
olusturulur.* Ortaya gikan diazonyum kloriir (genellikle instabil), daha sonra stabil tuzlar olusturan
cinko klorr, ginko silfat veya naftalin-1,6-distlfonat gibi bilesiklerle islenebilir. Bu stabilizatorler
bazi enzimatik sistemler lizerinde belirgin inhibisyon uygulayabilirken, diazonyum klorirler daha az
inhibitérdir.* Bu nedenle, Sigma-Aldrich artik alkalin fosfataz sitokimyasi igin hizli kirmizi viyole LB
bazi, hizl mavi BB bazi ve sodyum nitritten olusan kararl gozeltiler saglamaktadir. Bu yéntemleri
daha da basitlestirmek igin, stabil bir naftol AS-BI fosfat dahil edilmistir.

Testi gergeklestirmek igin fiksasyon uygulanmis kan filmleri, oda sicakliginda (18-26°C) naftol
AS-BI fosfat ve yeni hazirlanmis hizli kirmizi viyole LB tuzu veya 2-amino-2-metil-1,3-propandiol
AMPD ile pH 9,5'te tamponlanmis hizli mavi BB tuzu igeren bir ¢ozelti iginde inklibe edilir. Aktivite
bolgeleri, diazonyum tuzu secimine bagh olarak kirmizi veya mavidir. Hizli kirmizi viyole LB'yi igeren
prosedur, 6nerilen bir NCCLS referans yontemine benzer.®

Reaktifler

Naftol AS-BI Alkalin Cozeltisi (Kat. No. 861-10ML)

Naftol AS-BI fosfat, 4 mg/mL, AMPD tamponu iginde, 2 mol/L, pH 9,5. Uyari. Cilt tahrisine neden
olur. Ciddi goz tahrisine neden olur. Solunum tahrisine neden olabilir. Buharini solumayin.

FRV-Alkalin Cozeltisi (Kat. No. 862-10ML)

Hizli kirmizi viyole LB bazi, 5 mg/mL, hidroklorik asit icinde, 0,4 mol/L, stabilizator ile. Uyari.
Yutulmasi halinde zararhdir.

FBB-Alkalin GCozeltisi (Kat. No. 863-10ML)

Hizli Mavi BB Baz, 5 mg/mL, C.I. 37175, hidroklorik asit icinde, 0,4 mol/L, stabilizatérler ile
Sodyum Nitrit Cozeltisi (Kat. No. 914-10ML)

Sodyum nitrit, 0,1 mol/L

Sitrat Cozeltisi (Kat. No. 915-50ML)

Sitrik asit, 18 mmol/L, sodyum sitrat, 9 mmol/L, sodyum kloriir, 12 mmol/L strfaktan ile, pH 3,6'de
tamponlanmis.

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

Hematoksilen, sertifikali, 6,0 g/L, C.I. 75290, sodyum iyodat, 0,6 g/L ve aliminyum slfat,
52,8 g/L, stabilizatérler ile. Tehlike. Yutulmasi halinde zararlidir. Ciddi géz hasarina neden olur.
Koruyucu eldiven/g6z koruyucu/ytz koruyucu kullanin.

Notr Kirmizi Cozelti, Tamponlu (Kat. No. N6264-50ML)
No6tr kirmizi, sertifikal, %0,5 a/h, C.I. 50040, asetat tamponu iginde, pH 5,2. Koruyucu eklendi.

Saglanmayan Gerekli Ozel Malzemeler

e Aseton, ACS Reaktifi

e Formaldehit, %37 ACS

Saklama ve Stabilite

Naftol AS-BI Alkalin Cozeltisi, FRV-Alkalin Cozeltisi, FBB-Alkalin Cozeltisi ve Sodyum Nitrit
Cozeltisini buzdolabinda (2-8°C) saklayin. Reaktifler, son kullanma tarihine kadar stabildir. Sitrat
Cozeltisini buzdolabinda (2-8°C) saklayin. Cézelti, gérinlr mikrobiyal biyimenin olmadigi
durumlarda kullanima uygundur.

Hematoksilen Cozeltisi ve N6tr Kirmizi Gozeltiyi oda sicakliinda (18-26°C) saklayin. Hematoksilen
Cozeltiyi 1siktan koruyun. Reaktifler, son kullanma tarihine kadar stabildir.

Bozulma

Cozelti kahverengiye dénerse (havadan asiri oksitlenme) veya mora donerse (asidite kaybr)
Hematoksilen Gozeltiyi atin.

Hazirlama
Reaktifler kullanima hazir olarak saglanir.

Sitrat-Aseton-Formaldehit Fiksatifi: 25 mL Sitrat Cozeltisine, Kat. No 915-50ML, 65 mL Aseton,
ve 8 mL %37 Formaldehit ekleyin. Cam siseye koyun ve agzini sikica kapatin. Buzdolabinda
saklayin (2-8°C). Kullanmadan 6nce 18-26°C'ye isitin. Agzi sikica kapali olarak buzdolabinda
saklanirsa 4 haftaya kadar stabildir.

Onlemler

Bu IVD'ler, klinik laboratuvar ortaminda in vitro tani amagli kullanima ydneliktir. Bu IVD'ler yalnizca
kalifiye personel tarafindan profesyonel kullanim igindir. Sigma-Aldrich IVD'ler, bulasici olabilen

insan numunelerini islemek, mikroskop ve diger laboratuvar ekipmanlarini kullanmak tzere
egitilmis, renkleri ve mikroskop altinda diger nesneleri ayirt etmek igin renk algisina ve gérme
keskinligine sahip laboratuvar personeli tarafindan kullanilabilir.

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

Prosediir

Numune Toplama

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

Taze kan veya kemik iligi filmleri veya heparin ile antikoagtile edilmis numuneler kullanilabilir.®
EDTA'dan UZAK DURUN.® Kan smear'lari, hazirlandiktan sonra 8 saat igcinde enzim aktivitesi igin
boyanmalidir. Fakat bu mimkin degilse, alkalin fosfataz aktivitesinin kademeli kaybi, fiksasyon ve
gece boyunca dondurucuda saklama ile geciktirilebilir.> Filmler fiksasyondan en az 1 saat 6nce ve
fiksasyondan en az 3 saat sonra dondurulmadan énce kurutulmahdir.

Notlar

Pozitif kontroller kullanarak prosediri gergeklestirin. Bunlar, piyojenik Ikositozu olan hastalardan
veya gebeligin Gglincl trimesterindeki veya dogumdan sonraki ilk birkag giindeki kadinlardan

elde edilebilir. Bu kisilerin I6kosit alkali fosfataz skorlari genellikle 100'U geger. Negatif kontrol,
enzimi inaktive etmek igin normal bir fiksasyon uygulanmis smear'l 1 dakika kaynar suya batirarak
hazirlanabilir. Kontrol filmleri, -70 C'de Parafilm®'e sarilarak fiksasyon uygulanmis sekilde muhafaza
edilirse 1 yila kadar saklanabilir. Bu filmler, fiksasyondan en az 1 saat énce ve fiksasyondan 3 saat
sonra dondurmadan 6nce kurutulmalidir.

Her laboratuvarin, yerel populasyon igin karakteristik olan kendi beklenen araligini olusturmasi
siddetle tavsiye edilir.

Prosediir, boyanmis hicrelerin subjektif derecelendirmesine baglidir. Bu, elde edilen
derecelendirmelerin genis bir varyasyona sahip olmasina neden olabilir. Reaksiyon karisiminin
sicakligl 18-26 C arasinda tutulmalidir. Daha distk sicakliklar 6nemli 6lglide daha dustk
skorlarla sonuglanacaktir. 30°C'nin tizerinde, aktivitede belirgin artislar meydana gelir. Eozinofiller
boyanmazlar ancak iki loblu gekirdekler ve biylk kirilgan graniller tarafindan baglanabilirler.

Lokosit alkalin fosfataz aktivitesine (LAPA) miidahale edebilecek bilegiklerle ilgili bir veri eksikligi
vardir. Bazi ilaglarin ve diger maddelerin dolagimdaki alkalin fosfataz aktivitesini etkiledigi
bilinmektedir.¢ Oral kontraseptifler, kortizol ve stres I6kosit alkalen fosfataz skorlarinin ylikselmesine
neden olabilir.?

insanlarda alkalin fosfataz aktivitesi, olgun ve bant seklindeki graniilositlerle sinirlidir. Nadiren
lenfositlerde zayif boyanma go6zlenebilir. Kemik iligi osteoblastlari ve endotel hiicreleri gligli bir
sekilde boyanir.

Prosedir
NOT: Columbia kavanozlariyla kullanmak igin reaktif 6lgtlerini 5'e bolin.

1. 45 mL deiyonize suyu hazirlayin ve sicakligi 18-26°C'ye ayarlayin.

2. Diazonyum tuzu gozeltisini hazirlayin:

1 mL FRV--Alkalin Cozeltisine 1 mL Sodyum Nitrit Cozeltisi ekleyin.

VEYA

1 mL FBB--Alkalin Cozeltisine 1 mL Sodyum Nitrit Cozeltisi ekleyin. Hafifge ters gevirerek

karistirin. 2 dakika beklemeye birakin.

Adim 2'de hazirlanan g¢ozeltiyi Adim 1'deki deiyonize suya ekleyin.

4. Seyreltilmis diazonyum tuzu gézeltisine 1 mL Naftol AS-BI Alkalin Cézeltisi ekleyin (Adim 3).
Iyice karistirin ve Coplin kavanozuna dékin.

5. Sitrat-Aseton-Formaldehit Fiksatifi oda sicakligina (18-26°C) getirin. Fiksatif ¢ozeltiye
daldirarak lamlara 30 saniye fiksasyon uygulayin. Deiyonize suda 45 saniye hafifge durulayin.
Lamlarin kurumasina izin vermeyin.

6. Lamlari alkalin-boya karisimina ekleyin (Adim 4) ve 18-26°C'de 15 dakika inkiibe edin.
Daldiriimis lamlari dogrudan isiktan koruyun. Kullandiktan sonra alkalin-boya karisimini atin.

7. 15 dakikalik inkiibasyondan sonra, Coplin kavanozundan lamlari gikarin ve 2 dakika deiyonize
suda durulayin. Lamlarin kurumasina izin vermeyin.

8. 2 dakika zit boyama yapin. FRV--Alkalin Cézeltisi kullaniliyorsa, Hematoksilen Cozelti, Gill No.
3 ile zit boyama yapin. FBB--Alkalin Cozeltisi kullaniliyorsa, Notr Kirmizi Gozelti, Tamponlu ile
zit boyama yapin.

9. Lamlari musluk suyunda iyice durulayin ve kurumaya birakin.

10. Mikroskobik olarak degerlendirin. Lamel gerekiyorsa, yalnizca sulu bir yerlestirme ortami
kullanin.

Performans Ozellikleri

w

Skorlama Yéntemi

Filmi tarayin (900X) ve eritrositlerin az temas ettigi ince bir alan segin. Fosfataz aktivitesi bolgeleri,
kullanilan boyaya bagl olarak mavi veya kirmizi grandller olarak goriinecektir. 100 ardisik segmentli
ve bant seklinde nétrofilik grantlositleri segin. Bu hicrelerin sitoplazmasinda gokelen boyanin
miktari ve yogunlugu temelinde 0 ila 4+ arasinda derecelendirin. Skorlama 6zellikleri igin Tablo 1'e
bakin. 100 hiicrenin derecelendirmelerinin toplami skor olarak kabul edilir.

Tablo 1. Skorlama Ozellikleri*

Sitoplazmada CGokeltilmis Azo Boyasi

Hiicre Miktar**  Graniil Boyutu Boyama Sitoplazmanin Arka
Derecelendirmesi (%) Yogunlug Planmi
0+ Yok - Yok Yok
1+ 50 Kiglk Silik ila Orta Renksiz ila gok soluk
pembe veya mavi
2+ 50-80 Kiglk Orta ila Guglu Renksiz ila soluk pembe
veya mavi
3+ 80-100 Orta ila Buyuk Giglt Renksiz ila pembe veya
mavi
4+ 100 Orta ila Buyuk Parlak Gorinmiyor

* Tablo 1, Kaplow tarafindan yapilan goézlemlerin modifikasyonunu temsil etmektedir.> 3

** Azo boya gokeltisinin kapladigi sitoplazma hacminin ylzdesidir.
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Lokosit alkalin fosfataz aktivite (LAPA) skorunu elde etmek igin hesaplanan hiicre sayisi, hiicre P234 Yal dinal balai icind K
derecelendirme degeri ile carpilir. Bu rakamlar, asagidaki érneklerde gésterildigi gibi LAPA skorunu elde alnizca orijinal ambalajinin icinde saklayin.

etmek icin toplanir: P280 Koruyucu eldiven/gdz koruyucu/ytiz koruyucu kullanin.

Hiicre Hesaplanan LAPA Skoru P301 + P312 YUTULMASI HALINDE: Kendinizi iyi hissetmiyorsaniz bir ZEHIR DANISMA MERKEZiNi/
Derecelendirmesi Skor doktoru arayin.
0 60 0 . .
P302 + P352 CILTLE TEMASI HALINDE: Bol suyla yikayin.
1+ 20 20
2+ 14 28 P305 + P351 + P338 GOZLE TEMASI HALINDE: Birkag dakika suda dikkatlice durulayin. Varsa ve
3+ 5 15 yapmasi kolaysa kontakt lensleri gikarin. Durulamaya devam edin.
4+ 1 4 P314 Kendinizi iyi hissetmezseniz, tibbi tavsiye/mtdahale alin.
Toplam 100 67 Bu cihazin kullanimi sirasinda veya kullanimi sonucunda ciddi bir olay meydana
Sigma-Aldrich'te agiklanan prosedir kullanilarak 40 saglikli kisiden asagidaki skorlar elde edilmistir. gelirse, lutfen bunu iireticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve ulusal yetkili
makaminiza bildirin.
Hizhh Kirmizi Mor LB Hizli Mavi BB Sembol Tanimlari
+ +
I;AngDOrtalama 76£31 94£39 EN ISO 15223-1:2021'de tanimlanan semboller
LAPA Araligi 44-106 55-133

Uretici

= . - . - = N Katalog Numarasi
Normal skorlarin araligi genistir, 20 ile 180 arasinda dedisir. Bu 40 normal bireyden asagidaki skor

araliklari elde edilmistir: Kullanma Talimatina bakin Parti Kodu
Hizl Kirmizi Mor LB Hizli Mavi BB Avrupa Toplulugu'nda/Avrupa C € Avrupa Birligi Uygunluk Beyani
20-146 25-180 Birligi'nde Yetkili Temsilci (IVDR 2017/746'da tanimlanmugtir)

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

Analitik Performans Ozellikleri Sicaklik Siniri Dikkat

Tum hedef yapilar (izerinde ydritilen belirli testlere ait analitik performans sonuglari %100 duyarhhk,
6zgulltk ve tekrarlanabilirligi dogrulamaktadir.

&~ o E@E

Son Kullanma Tarihi in vitro tani amagl tibbi cihaz

Uretim Tarihi ithalatgi

Kat.  Oriin Tamimi Hedef  Tahlilici  Tahlilici  Tahliller  Tahliller [ cH [REP] isvigre'deki Yetkili Temsilciyi belirtir
No. Ozgiilliik Duyarhhk . Arasi Arasi
Ozgiilliik Duyarhhk
861 Naftol AS-BI Aktivite 3te 3 3te 3 3te 3 3te 3 Referanslar
Alkalin Cozeltisi Bolgeleri 1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp
FRV-Alkalin Aktivite . . . . Pathol 10:253, 1929
862 Cozeltisi Bolgeleri S'te3 3'te3 3te3 3te3 2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphatase
FBB-Alkalin Aktivite ) ) ] ] activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955
863 Cozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 e 3 3'te 3 3. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, Park Ridge
P — (NJ), 1982, pp 248-250
914 SO%\{jﬂtg}mt é\;g;;te‘ii 3'te3 3'te 3 3'te 3 3te3 4. Burstone MS: IN Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic
Aktivite Press, New York, 1962, pp 88-113
915 Sitrat Cozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3 5. Proposed Standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4, No.
H toksil 14, National Committee for Clinical Laboratory Standards
GHS3 (;()'zeeI?sei] %iﬁlﬁg 3 Cekirdekler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3 6. Young DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.
Bl . 1997;34(6):579-581
N6264 Notr Kirmizi Cekirdekler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3 7. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann New

Cozelti, Tamponlu

- York Acad Sci 155:911, 1968
Uyarilar ve Tehlikeler

Gincell is herhangi bir risk, tehlik uvenlik bilgisi igin Glvenlik Veri F trin etiketi Iletisim Bilg“eri
b:l:(nfle. lenmis herhangi bir risk, tehlike veya gavenlik bilgisi icin Guvenlik Veri Formuna ve urtn etiketine Siparis vermek igin lutfen SigmaAldrich.com adresinden web sitemizi ziyaret edin. Teknik Servis igin

litfen SigmaAldrich.com/techservice adresinden web sitemizin teknik servis sayfasini ziyaret edin.

86C: - -
Revizyon Gegmisi
Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023
H290 Metaller icin asindirici olabilir. Mevcut markalama ile yeni sablona aktarildi. Kullanim amaci ve énlemler bélimiinde
profesyonel kullanim amagli oldugu belirtildi. Kullanim amaci, IVDR ydnergelerine
H302 Yutulmasi halinde zararlidir. uyumlu sekilde revize edildi. Malzeme Giivenlik Bilgi Formu, Glvenlik Bilgi Formu

olarak giincellendi. iletisim bilgileri giincellendi. Numune toplama igin CLSI'yi takip
etme talimati kaldirildi. Semboller icin EN 980 kaldirildi ve EN ISO 15223-1:2021 olarak
degistirildi. Advers olay iletisim bilgileri eklendi. Bir revizyon gegmisi tablosu eklendi.
Uyarilar ve Tehlikeler eklendi. CH-REP bilgisi eklendi.

H315 Cilt tahrigine neden olur.

H317 Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.

H319 Ciddi g6z tahrisine neden olur. Rev. 6.0 2024

H335 Solunum tahrisine neden olabilir. Diizeltilmis sirket ici belge numarasi.

H411 Sudaki yasam igin uzun sureli etkiyle toksiktir.

P234 Yalnizca orijinal ambalajinin iginde saklayin.

P273 Cevreye salinmasini énleyin.

P280 Koruyucu eldiven/géz koruyucu/yilz koruyucu kullanin.

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

P302 + P352 CILTLE TEMASI HALINDE: Bol suyla yikayin.

P305 + P351 + P338 GOZLE TEMASI HALINDE: Birkag dakika suda dikkatlice durulayin. Varsa ve
yapmasi kolaysa kontakt lensleri gikarin. Durulamaya devam edin. Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
86R: u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 % 64271
St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany
Darmstadt, Germany

f@ +1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

H290 Metaller igin agindirici olabilir. Switzerland

H302 Yutulmasi halinde zararlidir.

H315 Cllt tahrisine neden olur. Initial M ve Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Almanya veya bagl kuruluslarinin ticari markalaridir. Diger

H318 Ciddi g6z hasarina neden olur. tum ticari markalar |Ig|||.5§h|p.l.er|n|n miilkiyetindedir. Ticari markalar hakkinda ayrintili bilgi, herkesin erisebilecegi
kaynaklar araciligiyla edinilebilir.

::g:anI;u;me| halinde uzun sireli veya tekrarli maruziyet sonucu organlarda (bdbrek) hasara © 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Menetelmanro 86

Ce MRRCK

Kayttotarkoitus

Sigma-Aldrichin alkalisen fosfataasin pakkaus on tarkoitettu histologiseen vérjaykseen yleisessa
laboratoriokdytdssa. Alkaliset fosfataasireagenssit on tarkoitettu vain ammattikayttoon "in vitro
-diagnostiikassa." Tama manuaalinen, kvalitatiivinen, histokemiallinen menetelma osoittaa
alkalisen fosfataasin toiminnan ihmisen veren tai luuytimen sivelyvalmisteiden leukosyyteissa.
Leukosyytteihin liittyvén alkalisen fosfataasin histologinen visualisointi on ainutlaatuinen tekniikka,
joka on nykyladketieteessa yleisessa kaytossa.

Hematopoieettisessa kudoksessa alkalinen fosfataasi nayttaa rajoittuvan sauvatumaisiin ja
liuskatumaisiin neutrofiileihin.*? Sen demonstrointi samanaikaisella sieppauksella substituoitujen
naftolien ja diatsoniumsuolojen avulla on ehkéa varhaisin esimerkki sytokemiallisesta
entsyymitestistd, jolla on kliinistd merkitysta.?

Useimmissa menetelmissd, Sigma-Aldrichin menetelmat mukaan lukien, kaytetaan stabiileja
diatsoniumsuoloja. Niitd muodostetaan aryyliamiinin ja natriumnitriitin valiselld reaktiolla
happovaliaineessa.* Muodostunut (yleensa epastabiili) diatsoniumkloridi voidaan témén jalkeen
kasitella stabiileja suoloja muodostavilla yhdisteilld, kuten sinkkikloridilla, sinkkisulfaatilla tai
naftaleeni-1,6-disulfonaatilla. Nama stabilointiaineet voivat aiheuttaa huomattavaa inhibitiota
joihinkin entsyymijdrjestelmiin, kun taas diatsoniumkloridit eivat ole yhta inhiboivia.* Tastd syysta
Sigma-Aldrich toimittaa nyt stabiilin nopean puna-violetti-LB-pohjaliuoksen, nopean sini-BB-
pohjaliuoksen ja natriumnitriittiliuoksen alkalisen fosfataasin solukemiaa varten. Menetelmien
yksinkertaistamiseksi pakkaus siséltda stabiilin naftoli-AS-BI-fosfaatti-liuoksen.

Testin suorittamiseksi kiinnitetyt veren sivelyvalmisteet inkuboidaan huoneenlamméssa (18-26 °C)
liuoksessa, joka siséltaa naftoli-AS-BI-fosfaattia ja juuri valmistettua nopeaa puna-violetti-LB-
suolaa tai nopeaa sini-BB-suolaa, joka on puskuroitu pH-arvossa 9,5 2-amino-2-metyyli-1,3-
propaanidioli-AMPD:1l&. Toiminta-alueet ovat joko punaisia tai sinisia valitun diatsoniumsuolan
mukaan. Nopeaa puna-violetti-LB:td hyodyntédva menettely muistuttaa ehdotettua NCCLS-
vertailumenetelmaa.®

Reagenssit
Alkalinen naftoli-AS-BI-liuos (luettelonro 861-10ML)

Naftoli-AS-BI-fosfaatti, 4 mg/ml, AMPD-puskurissa, 2 mol/I, pH 9,5. Varoitus. Arsyttaa ihoa. Arsyttaa
voimakkaasti silmid. Saattaa aiheuttaa hengitysteiden arsytysta. Valtad hdyryn hengittdmista.

Alkalinen FRV-liuos (luettelonro 862-10ML)

Nopea puna-violetti-LB-pohja, 5 mg/ml, stabilointiainetta sisaltavédssa suolahapossa, 0,4 mol/l.
Varoitus. Haitallista nieltyna.

Alkalinen FBB-liuos (luettelonro 863-10ML)

Nopea sini-BB-pohja, 5 mg/ml, vari-indeksi 37175, stabilointiainetta sisdltavéassa suolahapossa,
0,4 mol/I

Natriumnitriittiliuos (luettelonro 914-10ML)

Natriumnitriitti, 0,1 mol/I

Sitraattiliuos (luettelonro 915-50ML)

Sitruunahappo, 18 mmol/I, natriumsitraatti, 9 mmol/l, natriumkloridi, 12 mmol/l, ja pinta-aktiivinen
aine, puskuroitu pH:ssa 3,6

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

Hematoksyliini, sertifioitu, 6,0 g/|, vari-indeksi 75290, natriumjodaatti, 0,6 g/I, ja alumiinisulfaatti,
52,8 g/l, seka stabilointiaineet. Vaara. Haitallista nieltynd. Voimakkaasti silmia vaurioittavaa. Kayta
suojakasineita/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

Neutraali punaliuos, puskuroitu (luettelonro N6264-50ML)

Neutraali puna, sertifioitu, 0,5 % w/v, véri-indeksi 50040, asetaattipuskurissa, pH 5,2.
Séilontaainetta lisatty.

Tarvittavat erityismateriaalit, jotka eivat sisally pakkaukseen

e Asetoni, ACS-reagenssi

e Formaldehydi, 37 %, ACS

Sailytys ja stabiilius

Sailyta alkalinen naftoli-AS-BI-liuos, alkalinen FRV-liuos, alkalinen FBB-liuos ja natriumnitriittiliuos

jadkaapissa (2-8 °C). Reagenssit ovat stabiileja viimeiseen kadyttopaivaan saakka. Sailyta
sitraattiliuos jadkaapissa (2-8 °C). Liuos soveltuu kaytettavaksi, kun mikrobikasvua ei ole.

Sailytéd hematoksyliiniliuos ja neutraali punaliuos huoneenldmmadssa (18-26 °C). Suojaa
hematoksyliiniliuos valolta. Reagenssit ovat stabiileja viimeiseen kayttopaivaan saakka.

Pilaantuminen

Havita hematoksyliiniliuos, jos liuos muuttuu ruskeaksi (ylioksidoitunut ilman vaikutuksesta) tai
violetiksi (happamuuden haviaminen).

Valmistelu
Reagenssit toimitetaan kayttdvalmiina.

Sitraatti-asetoni-formaldehydifiksatiivi: Lisda 25 ml:aan sitraattiliuosta, luettelonro 915-50ML,
65 ml asetonia ja 8 ml 37-prosenttista formaldehydia. Laita lasipulloon ja sulje se tiiviisti. Sailyta
jadkaapissa (2-8 °C). Lammitd 18-26 °C:n lampdtilaan ennen kayttoa. Liuos on stabiili enintdan
nelja viikkoa, jos sita sailytetaan tiiviisti suljettuna jaakaapissa.

Varotoimet

Nama in vitro -diagnostiset (IVD) laitteet on tarkoitettu kaytettavéksi in vitro -diagnostiikassa
kliinisessa laboratorioympaéristossa. Nama IVD-laitteet on tarkoitettu vain patevan
ammattihenkildston kayttéon. In vitro -diagnostisia Sigma-Aldrich-laitteita saa kayttaa
laboratoriohenkil6std, joka on koulutettu kasittelemaan mahdollisesti tartuntavaarallisia
ihmisperdisia naytteita ja kayttdmaan 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 maardysten mukaisesti.

Menettely

Naytteenotto

Milldan tunnetulla testimenetelmélla ei voida téysin taata, ettd veri- tai kudosnéaytteet eivat
tartuttaisi infektiota. Siksi kaikkia verijohdannaisia ja kudosnéaytteitd on pidettavd mahdollisesti
tartuntavaarallisina.

Tuoreita veren tai luuytimen sivelyvalmisteita tai hepariinilla antikoaguloituja naytteita voidaan
kayttaa.s VALTA EDTA:TA.® Veren sivelyndytteet on varjattéva entsyymitoiminnan selvittdmiseksi
kahdeksan tunnin kuluessa valmistelusta. Jos tama ei kuitenkaan ole mahdollista, alkalisen
fosfataasitoiminnan asteittaista havidamistd voidaan viivastyttaa kiinnittdmalla nayte ja sailyttamalla
sitéd pakastimessa yon yli.> Sivelyvalmisteita on kuivattava vahintaan tunti ennen kiinnittamista ja
kolme tuntia kiinnittdmisen jalkeen ennen jaadyttamista.

Huomautukset

Kayta menettelyssa positiivisia kontrolleja. Niita voidaan ottaa potilailta, joilla on pyogeeninen
leukosytoosi, tai naisilta, jotka ovat raskauden kolmannella kolmanneksella tai synnyttédneet
muutama paiva sitten. Naiden henkildiden leukosyyttien alkalisen fosfataasin pisteet ovat yleensa
yli 100. Negatiivinen kontrolli voidaan valmistaa normaalista kiinnitetysta sivelynaytteestd
upottamalla se kiehuvaan veteen yhden minuutin ajaksi, jolloin entsyymi inaktivoituu.
Kontrollisivelyvalmisteita voidaan sailyttda jopa vuoden ajan, jos ne séilytetdan kiinnitettyina

ja Parafilm®-kadreessad -70 °C:ssa. Naita sivelyvalmisteita on kuivattava vahintdan tunti ennen
kiinnittdmista ja kolme tuntia kiinnittdmisen jalkeen ennen jaadyttamista.

On erittdin suositeltavaa, ettd jokainen laboratorio maarittad oman odotetun alueensa, joka on
ominainen paikalliselle vaestolle.

Menetelma on riippuvainen varjattyjen solujen subjektiivisesta arvioinnista. Tama voi johtaa
arvioiden laajaan vaihteluun. Reaktioseoksen lampétila on pidettéava valilld 18-26 °C. Alhaisemmat
lampétilat johtavat huomattavasti pienempiin pisteisiin. Yli 30 °C:n lampétilassa toiminta lisaantyy
merkittavasti. Eosinofiilit eivat varjaydy, mutta ne voidaan tunnistaa kaksilohkoisista tumista ja
suurista heijastavista granuloista.

Tietoa leukosyyttien alkalisen fosfataasin toimintaa (LAPA) mahdollisesti héiritsevistd yhdisteista
on niukasti. Tiettyjen lddkkeiden ja muiden aineiden tiedetdan vaikuttavan kiertdvan alkalisen
fosfataasin toimintaan.® Suun kautta otettavat ehkéisyvalmisteet, kortisoli ja stressi voivat johtaa
suurempiin leukosyyttien alkalisen fosfataasin pisteisiin.?

Ihmisillé alkalisen fosfataasin toiminta rajoittuu kypsiin ja sauvatumaisiin granulosyytteihin.
Lymfosyyteissé voidaan joskus havaita heikkoa varjdytymista. Luuytimen osteoblastit ja
endoteelisolut varjaytyvat voimakkaasti.

Menettely
HUOMAUTUS: Columbia-astioita kéytettdessa reagenssimdarat on jaettava viidella.
1. Mittaa 45 ml deionisoitua vettd ja sdada lampotilaksi 18-26 °C.
2. Valmistele diatsoniumsuolaliuos:
Lisda 1 ml natriumnitriittiliuosta 1 ml:aan alkalista FRV-liuosta
TAI
lisdd 1 ml natriumnitriittiliuosta 1 ml:aan alkalista FBB-liuosta. Sekoita kaantelemalla
varovasti. Anna asettua kaksi minuuttia.

3. Lisaa vaiheessa 2 valmistettu liuos vaiheessa 1 valmisteltuun deionisoituun veteen.

4. Lisaa 1 ml alkalista naftoli-AS-BI-liuosta laimennettuun diatsoniumsuolaliuokseen (vaihe 3).
Sekoita huolellisesti ja kaada Coplin-astiaan.

5. Anna sitraatti-asetoni-formaldehydifiksatiiviin tasaantua huoneenldmpodn (18-26 °C). Kiinnita
objektilasit upottamalla ne fiksatiiviliuokseen 30 sekunniksi. Huuhtele varovasti deionisoidussa
vedessa 45 sekunnin ajan. Al paasts objektilaseja kuivumaan.

6. Lisaa objektilaseja alkaliseen vériseokseen (vaihe 4) ja inkuboi 18-26 °C:ssa 15 minuutin
ajan. Suojaa upotetut objektilasit suoralta valolta. Havita alkalinen variseos kayton jalkeen.

7. Kun objektilaseja on inkuboitu 15 minuuttia, ota objektilasit Coplin-astiasta ja huuhtele kaksi
minuuttia deionisoidussa vedessa. Ala paastd objektilaseja kuivumaan.

8. Vastavarjaa kahden minuutin ajan. Jos kaytit alkalista FRV-liuosta, vastavarjaa
hematoksyliiniliuoksella, Gillin nro 3. Jos kaytit alkalista FBB-liuosta, vastavarjaa puskuroidulla
neutraalilla punaliuoksella.

9. Huuhtele objektilasit huolellisesti vesijohtovedella ja anna kuivua.

10. Arvioi mikroskooppisesti. Jos peittdminen on tarpeen, kdyta vain vesipohjaista petausainetta.

Suorituskykyominaisuudet

Pisteytysmenetelma

Skannaa sivelyvalmiste (900X) ja valitse ohut alue, jossa erytrosyytit ovat hadin tuskin
kosketuksessa. Fosfataasitoimintaa siséltavat alueet nakyvat sinisina tai punaisina granuloina
kaytetysta variaineesta riippuen. Valitse 100 perakkaista liuskatumaista ja sauvatumaista
neutrofiilistd granulosyyttia. Anna luokitukseksi 0-4+ naiden solujen sytoplasmaan saostuneen
varin maaran ja voimakkuuden perusteella. Katso pisteytysominaisuudet taulukosta 1. Pisteina
pidetéan 100 solun luokitusten summaa.

Taulukko 1. Pisteytysominaisuudet*

Saostunut atsovari sytoplasmassa

Solun Maara**  Granulan koko Varjayksen Sytoplasman tausta
luokitus (%) imakl
0+ Ei yhtdan - Ei yhtéan Ei yhtaan
1+ 50 Pieni Heikko tai Variton tai hyvin haalean
kohtalainen vaaleanpunainen tai sininen
2+ 50-80 Pieni Kohtalainen tai Variton tai haalean
voimakas vaaleanpunainen tai sininen
3+ 80-100 Keskisuuri tai Voimakas Varitén tai vaaleanpunainen tai
suuri sininen
4+ 100 Keskisuuri tai Kirkas Ei nékyvissa
suuri

* Taulukossa 1 esitetddn mukaelma Kaplow'n havainnoista.??

** Atsovarisaostuman peittdma prosentuaalinen osuus sytoplasman tilavuudesta.
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Leukosyyttien alkalisen fosfataasin toiminnan (LAPA) pistemaard muodostetaan kertomalla laskettujen

solujen mé&aréa soluluokituksen arvolla. Naiden lukujen avulla saadaan LAPA-pisteet seuraavissa F‘301 + P312 _JOS'KI';MIKAALIA ON NIELTY: Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/Ia&kariin, jos
esimerkeissa esitetylla tavalla: iimenee pahoinvointia.
; : P302 + P352 JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE: Pese runsaalla vedella.
Solun luokitus Laskettu LAPA-pisteet
pistemaara P305 + P351 + P338 JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedelld usean
0 60 0 minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka huuhtomista.
1+ 20 20 P314 Hakeudu laakariin, jos ilmenee pahoinvointia.
2+ 14 28 o R o . ) B
Jos taman laitteen kdyton aikana tai sen seurauksena ilmenee vakava
3+ 5 15 " " - s P - N : "
vaaratilanne, ilmoita a valmistajalle ja/tai sen valtuutetulle edustajalle seka
4+ 1 4 kansalliselle viranomaiselle.
Yhteensa 100 67

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

Sigma-Aldrich sai seuraavat pisteet 40 terveeltd henkilltd kuvatulla menetelmalla.

Nopea puna-violetti-LB Nopea sini-BB
LAPA-keskiarvo 76 +31 94 +39 Valmistaja Luettelonumero
+15D (keskihajonta) Katso kéyttdohje Erékoodi
LAPA-alue 44-106 55-133

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

Normaalien pisteiden vaihteluvéli on laaja, 20-180. Néiltd 40 normaalilta henkil6lta saatiin seuraava pistealue: Valtuutettu edustaja Euroopan c €

yhteisésséa / Euroopan unionissa
Nopea puna-violetti-LB Nopea sini-BB

20-146 25-180
Jos havaitut tulokset eroavat odotetuista tuloksista, ota yhteyttd Sigma-Aldrichin tekniseen palveluun.

In vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu
laakinnallinen laite

Viimeinen kayttopaiva

Analyyttiset suorituskykyominaisuudet Lampdtilarajoitus Huomio

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

Osoittaa valtuutetun edustajan
tyksen Madrityksen Madritysten Madritysten Sveitsissa

Valmistuspaiva Maahantuoja

Luette- Tuotteen kuvaus Kohde Maa

lonro sisdisen sisdinen \% en vélinen
spesifisyys herkkyys spesifisyys herkkyys s
. — e Yy Spesmievy vy Lihteet
861 Alkalinen naftoli-  Toiminta- 3/3 3/3 3/3 3/3 . . » . .
AS-BI-liuos alueet 1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp
- ) Toiminta- Pathol 10:253, 1929
862 Alkalinen FRV-liuos 2 oo 3/3 3/3 3/3 3/3 2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphatase
Toiminta- activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955
863 Alkalinen FBB-liuos ) \ooc 3/3 3/3 3/3 3/3 3. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, Park Ridge
— (NJ), 1982, pp 248-250
914 Natriumnitriittiliuos T‘gm'eltf- 3/3 3/3 3/3 3/3 4. Burstone MS: IN Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic
— Press, New York, 1962, pp 88-113
915 Sitraattiliuos T0||m|ntta» 3/3 3/3 3/3 3/3 5. Proposed Standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4, No.
__ aluee 14, National Committee for Clinical Laboratory Standards
GHs3 Hematoksyliiniliuos, 3/3 3/3 3/3 3/3 6. Young DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.
Gnnr_u nro 3_ 1997;34(6):579-581
N6264 Neutraali punaliuos, Tumat 3/3 3/3 3/3 3/3 7. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann New
puskuroitu York Acad Sci 155:911, 1968
Varoitukset ja vaarat Yhteystiedot
Katso paivitetyt riski-, vaara- ja turvallisuustiedot kayttoturvallisuustiedotteesta ja tuotemerkinnoista. Voit tehda tilauksen verkkosivuillamme osoitteessa SigmaAldrich.com. Tekniseen palveluumme voi ottaa
86C: yhteytté teknisen palvelun sivulla osoitteessa SigmaAldrich.com/techservice.
Versiohistoria
Versio 3.0 2014
dap )
Versio 4.0 2016
Versio 5.0 2023
H290 Voi sydvyttda metalleja. Siirretty uuteen pohjaan, jossa on ajantasaiset brandimerkit. Maininta ammattikaytosta
H302 Haitallista nieltyna lisatty kayttotarkoitukseen ja varotoimiin. Kayttotarkoitus tarkistettu IVDR-
yna. ohjeistusten mukaisesti. "Materiaalin kayttéturvallisuustiedote” paivitetty muotoon
H315 Arsyttas ihoa. "kayttoturvallisuustiedote”. Yhteystiedot péivitetty. Poistettu ohje CLSI-ohjeistuksen
noudattamisesta naytteenotossa. Symboliosiosta poistettu “EN 980" ja tilalle
H317 Voi aiheuttaa allergisen ihoreaktion. vaihdettu "EN ISO 15223-1:2021". Lisatty haittatapahtumien yhteydessé kaytettavat

yhteystiedot. Lisatty versiohistoriataulukko. Lisatty kohta Varoitukset ja vaarat. Lisatty

H319 Arsyttaa voimakkaasti silmia. CH-REP-tiedot.

H335 Saattaa aiheuttaa hengitysteiden arsytysta. Versio 6.0 2024

H411 Myrkyllistd vesieliille, pitkdaikaisia haittavaikutuksia. Korjattu sisdinen asiakirjanumero.

P234 Sailytd alkuperaispakkauksessa.
P273 Valtettava paastamista ymparistoon.
P280 Kéayta suojakasineitd/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

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

P302 + P352 JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE: Pese runsaalla vedelld.

P305 + P351 + P338 JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedelld usean

minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka huuhtomista.

86R:

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271
St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

H290 Voi syévyttad metalleja. MDSS CH GmbH

Laurenzenvorstadt 61
H302 Haitallista nieltyna. 5000 Aarau

N Switzerland

H315 Arsyttaa ihoa.

H318 Voimakkaasti silmié vaurioittavaa.

M-alkukirjain ja Sigma-Aldrich ovat Merck KGaA -yhtion, Darmstadt, Saksa, tai sen tytédryhtididen tavaramerkkeja.
Kaikki muut tavaramerkit ovat haltijoidensa omaisuutta. Yksityiskohtaiset tavaramerkkitiedot ovat saatavilla

P234 Sailyté alkuperdispakkauksessa. julkisista lahteista.

H373 Saattaa vahingoittaa elimia (munuaiset) pitkaaikaisessa tai toistuvassa altistumisessa nieltyna.

2024 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.
P280 Kayta suojakésineitd/silmiensuojainta/kasvonsuojainta. © y and/ 9

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



Rev. 6.0, 91784-LS, 2024

Sigma-Aldrich.

Gebruiksaanwijzing

Leukocyten alkalische
fosfatase-kit

Procedurenr. 86

Ce MRRCK

Beoogd gebruik

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

In hematopoétisch weefsel lijkt alkalische fosfatase beperkt tot neutrofielen met een band

en gesegmenteerde neutrofielen.? Het aantonen ervan door gelijktijdige vastlegging met
gesubstitueerde naftolen en diazoniumzouten is misschien wel het vroegste voorbeeld van een
cytochemische enzymtest met klinische betekenis.?

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 red violet LB base,
Fast blue BB base en natriumnitriet voor alkalische-fosfatasecytochemie. Om deze methoden verder
te vereenvoudigen is ook een stabiele oplossing van naftol AS-Bl-fosfaat opgenomen.

Om de test uit te voeren, worden gefixeerde bloedfilms bij kamertemperatuur (18-26 °C)
geincubeerd in een oplossing met naftol AS-BI-fosfaat en vers bereid Fast red violet LB-zout of
Fast blue BB-zout gebufferd tot pH 9,5 met 2-amino-2-methyl-1,3-propaandiol (AMPD). Locaties
van activiteit zijn rood of blauw, afhankelijk van de keuze van het diazoniumzout. De procedure
met Fast red violet LB is vergelijkbaar met een voorgestelde NCCLS-referentiemethode.s
Reagentia

Naftol AS-BI alkalische oplossing (cat.nr. 861-10ML)

Naftol-AS-BI-fosfaat, 4 mg/ml, in AMPD-buffer, 2 mol/I, pH 9,5. Waarschuwing. Veroorzaakt
huidirritatie. Veroorzaakt ernstige oogirritatie. Kan irritatie van de luchtwegen veroorzaken. Damp
niet inademen.

FRYV alkalische oplossing (cat.nr. 862-10ML)

Fast red violet LB base, 5 mg/ml, in zoutzuur, 0,4 mol/l, met stabilisator. Waarschuwing. Schadelijk
bij inslikken.

FBB alkalische oplossing (cat.nr. 863-10ML)

Fast blue BB base, 5 mg/ml, C.I. 37175, in zoutzuur, 0,4 mol/l, met stabilisator
Natriumnitrietoplossing (cat.nr. 914-10ML)

Natriumnitriet, 0,1 mol/|

Citraatoplossing (cat.nr. 915-50ML)

Citroenzuur, 18 mmol/I, natriumcitraat, 9 mmol/l, natriumchloride, 12 mmol/l met
oppervlakteactieve stof, gebufferd tot pH 3,6

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

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

Neutraalrood-oplossing, gebufferd (cat.nr. N6264-50ML)

Neutraalrood, gecertificeerd, 0,5% w/v, C.I. 50040, in acetaatbuffer, pH 5,2. Conserveermiddel
toegevoegd.

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

e Formaldehyde, 37% ACS

Opslag en stabiliteit

Bewaar naftol AS-BI alkalische oplossing, FRV alkalische oplossing, FBB alkalische oplossing en
natriumnitrietoplossing in de koelkast (2-8 °C). Reagentia zijn stabiel tot de vervaldatum. Bewaar
citraat-oplossing in de koelkast (2-8 °C). De oplossing is geschikt voor gebruik in afwezigheid van
microbiéle groei.

Bewaar hematoxyline-oplossing en neutraalrood-oplossing bij kamertemperatuur (18-26 °C).
Bescherm hematoxyline-oplossing tegen licht. Reagentia zijn stabiel tot de vervaldatum.

Verslechtering

Gooi hematoxyline-oplossing weg als de oplossing bruin wordt (overgeoxideerd door lucht) of paars
(zuurgraadverlies).

Voorbereiding
Reagentia worden gebruiksklaar geleverd.

Citraat-aceton-formaldehydefixatief: Voeg aan 25 ml citraat-oplossing, cat.nr. 915-50ML, 65 ml
aceton en 8 ml 37%-formaldehyde toe. Doe dit in een glazen fles en sluit goed af. Bewaar in de
koelkast (2-8 °C). Voor gebruik opwarmen tot 18-26 °C. Stabiel gedurende 4 weken, mits goed
afgesloten bewaard in de koelkast.

Voorzorgsmaatregelen
Deze IVD's zijn bedoeld voor in-vitrodiagnostisch gebruik in een klinische laboratoriumomgeving.
Deze IVD's zijn uitsluitend bestemd voor professioneel gebruik door gekwalificeerd personeel.
IVD's van Sigma-Aldrich mogen bediend worden door laboratoriumpersoneel dat opgeleid

is om om te gaan met humane monsters die infectieus kunnen zijn, microscopen en andere
laboratoriumapparatuur te gebruiken en met voldoende kleurwaarneming en gezichtsscherpte om
kleuren en andere objecten onder een microscoop te onderscheiden.

De normale voorzorgsmaatregelen bij het hanteren van laboratoriumreagentia moeten worden
opgevolgd. Voer afval af met inachtneming van alle plaatselijke, provinciale of nationale voorschriften.

Procedure

Monsterafname

Geen enkele bekende testmethode kan volledige zekerheid bieden dat bloedmonsters of weefsel
geen infectie overdragen. Daarom moeten alle bloedderivaten of weefselmonsters als mogelijk
infectieus worden beschouwd.

Vers bloed of beenmergfilms of monsters die geanticoaguleerd zijn met heparine mogen gebruikt
worden.> EDTA moet VERMEDEN worden.® Bloedsmears moeten binnen 8 uur na bereiding gekleurd
worden op enzymactiviteit. Als dit echter niet mogelijk is, kan het geleidelijke verlies van alkalische-
fosfataseactiviteit worden vertraagd door fixatie en overnachting in de vriezer.® Films moeten ten
minste 1 uur vaor fixatie en 3 uur na fixatie worden gedroogd alvorens in te vriezen.

Opmerkingen

Voer de procedure uit met positieve controles. Deze kunnen verkregen worden van patiénten met
pyogene leukocytose, of vrouwen in het derde trimester van de zwangerschap of tijdens de eerste
dagen na de bevalling. Leukocyten alkalische-fosfatasescores van deze personen zijn meestal hoger dan
100. Een negatieve controle kan bereid worden van een normaal gefixeerde smear door deze 1 minuut
in kokend water te dompelen om het enzym te inactiveren. Controlefolies kunnen tot 1 jaar worden
bewaard indien ze gefixeerd worden opgeslagen, verpakt in Parafilm® bij -70 °C. Deze folies moeten ten
minste 1 uur voor de fixatie en 3 uur na de fixatie drogen voordat ze kunnen worden ingevroren.

Het wordt sterk aanbevolen dat elk laboratorium zijn eigen verwachte bereik vaststelt, kenmerkend
voor de lokale populatie.

De procedure is afhankelijk van de subjectieve beoordeling van de gekleurde cellen. Dit kan
resulteren in een grote variatie in de verkregen scores. De temperatuur van het reactiemengsel
moet tussen 18 en 26 °C worden gehouden. Lagere temperaturen leiden tot aanzienlijk lagere
scores. Boven 30 °C neemt de activiteit duidelijk toe. Eosinofielen kleuren niet, maar kunnen
herkend worden aan dubbellobbige kernen en grote refractiele granula.

Er is een schaarste aan gegevens over verbindingen die de leukocyten alkalische fosfatase-activiteit
(LAPA) kunnen verstoren. Van bepaalde geneesmiddelen en andere stoffen is bekend dat ze de
circulerende alkalische-fosfataseactiviteit beinvioeden.® Orale anticonceptiva, cortisol en stress
kunnen leiden tot verhoogde scores van leukocyten alkalische fosfatase.?

Bij mensen is de activiteit van alkalische fosfatase beperkt tot rijpe en bandvormige granulocyten.
Af en toe kan een zwakke kleuring in lymfocyten worden waargenomen. Beenmergosteoblasten en
endotheelcellen kleuren sterk.

Procedure

OPMERKING: Deel voor gebruik met Columbia-potjes de reagensvolumes door 5.

1. Meet 45 ml gede-ioniseerd water af en stel de temperatuur in op 18-26 °C.

2. Bereid diazoniumzout-oplossing:
Voeg 1 ml natriumnitrietoplossing toe aan 1 ml FRV alkalische oplossing
OF
Voeg 1 ml natriumnitriet-oplossing toe aan 1 ml FBB alkalische oplossing. Meng door
voorzichtig omkeren. Laat 2 minuten staan.

3. Voeg de in stap 2 bereide oplossing toe aan het gede-ioniseerde water uit stap 1.

4. Voeg 1 ml naftol AS-BI alkalische oplossing toe aan de verdunde diazoniumzout-oplossing
(stap 3). Meng goed en giet in een Coplin-pot.

5. Breng het citraat-aceton-formaldehyde-fixatief op kamertemperatuur (18-26 °C). Fixeer de
objectglaasjes door ze 30 seconden onder te dompelen in fixeeroplossing. Spoel voorzichtig
45 seconden in gede-ioniseerd water. Laat de objectglaasjes niet drogen.

6. Voeg de objectglaasjes toe aan het alkalische kleurstofmengsel (stap 4) en incubeer
15 minuten bij 18-26 °C. Bescherm ondergedompelde objectglaasjes tegen direct licht. Gooi
het alkalische kleurstofmengsel weg na gebruik.

7. Haal na 15 minuten incubatie de objectglaasjes uit het Coplin-potje en spoel 2 minuten in
gede-ioniseerd water. Laat de objectglaasjes niet drogen.

8. Pas gedurende 2 minuten een tegenkleuring toe. Als FRV alkalische oplossing wordt gebruikt,
pas dan een tegenkleuring toe met hematoxyline-oplossing, Gill nr. 3. Als FBB alkalische
oplossing wordt gebruikt, gebruik dan als tegenkleuring neutraalrood-oplossing, gebufferd.

9. Spoel de glaasjes grondig af met kraanwater en laat ze aan de lucht drogen.

10. Evalueer microscopisch. Als coverslippen nodig is, gebruik dan alleen een waterig inbedmiddel.

Prestatiekenmerken

Scoremethode

Scan de film (900X) en selecteer een dun gebied waar erytrocyten elkaar nauwelijks raken. Locaties
met fosfatase-activiteit verschijnen als blauwe of rode granula, afhankelijk van de gebruikte
kleurstof. Selecteer 100 opeenvolgende gesegmenteerde en bandvormige neutrofiele granulocyten.
Geef een score 0 tot 4+ op basis van de hoeveelheid en intensiteit van de neergeslagen kleurstof

in het cytoplasma van deze cellen. Raadpleeg Tabel 1 voor de kenmerken van de scores. Het totaal
van de scores van 100 cellen wordt beschouwd als de score.

Tabel 1. Kenmerken van scoren*

Neergeslagen azokleurstof in cytoplasma

Cel. e H lheid** Grootte granule Kleuringsintensiteit Achtergrond van
(%) cytoplasma
0+ Geen - Geen Geen
1+ 50 Klein Vaag tot matig Kleurloos tot zeer

lichtroze of lichtblauw

2+ 50-80 Klein Matig tot sterk Kleurloos tot lichtroze
of lichtblauw
3+ 80-100 Middelgroot tot Sterk Kleurloos tot roze of
groot blauw
4+ 100 Middelgroot tot Schitterend Niet zichtbaar
groot

* Tabel 1 vertegenwoordigt een aanpassing van waarnemingen van Kaplow.? 3

** Percentage van het volume cytoplasma ingenomen door neergeslagen azokleurstof.
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Om de leukocyten alkalische fosfatase-activiteit (LAPA)-score te verkrijgen, wordt het aantal getelde T . ", . .
cellen vermenigvuldigd met de waarde voor celscore. Deze cijfers worden opgeteld om de LAPA-score te H373 Kan bij inslikken schade aan organen (nieren) veroorzaken bij langdurige of herhaalde blootstelling.

verkrijgen, zoals weergegeven in de volgende voorbeelden: P234 Uitsluitend in de oorspronkelijke verpakking bewaren.

Celscore Getelde score LAPA-score P280 Draag beschermende handschoenen/oogbescherming/ gezichtsbescherming.
0 60 0
v 20 20 P301 + P312 NA INSLIKKEN: Bel een ANTIGIFCENTRUM/arts als u zich onwel voelt.
2+ 14 28 P302 + P352 INDIEN OP DE HUID: Was met veel water.
3+ 5 15 P305 + P351 + P338 BIJ CONTACT MET DE OGEN: Spoel zachtjes af met water gedurende enkele
4+ 1 4 minuten. Verwijder contactlenzen, indien aanwezig en gemakkelijk te doen. Ga verder met spoelen.
Totaal 100 67 X
P314 Raadpleeg een arts als u zich onwel voelt.
De volgende scores van 40 gezonde personen werden verkregen bij Sigma-Aldrich volgens de
beschreven procedure. 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
Fast Red Violet LB Fast Blue BB gemachtigde vertegenwoordiger en aan uw nationale autoriteit.
LAPA-gemiddelde 76+31 94+39 Symbooldefinities
+ 1SD - .
LAPA-bereik 24-106 55133 Symbolen zoals gedefinieerd in EN ISO 15223-1:2021
Het bereik van normale scores is groot, variérend van 20 tot 180. Het volgende bereik scores werd .
o R “ Fabrikant Catalogusnummer
verkregen bij deze 40 normale personen:

: Raadpleeg de gebruiksaanwijzing - Batchcode
Fast Red Violet LB Fast Blue BB
20-146 25-180 Gemachtigd vertegenwoordiger Conformiteitsverklaring van de
- in de Europese Gemeenschap/ c E Europese Unie (gedefinieerd in
Als de waargenomen resultaten afwijken van de verwachte resultaten, neem dan contact op met de .
- . - ) ) - Europese Unie IVDR 2017/746)
technische dienst van Sigma-Aldrich voor assistentie.
. . " . Medisch hulpmiddel voor in-
Analytische prestatiekenmerken w  Uiterste gebruiksdatum vitrodiagnostiek
De resultaten van de analytische prestaties voor de gegeven tests, uitgevoerd op alle doelstructuren, -
bevestigen 100% gevoeligheid, specificiteit en herhaalbaarheid. /l/ Temperatuurlimiet AN Letop
. & Fabricagedatum % Importeur
Cat. Productbeschrijving Doel Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
nr. specificiteit gevoeligheid specificiteit gevoeligheid Geeft de geautoriseerde
~ . Locaties CH |REP | vertegenwoordiger in Zwitserland
861 Naftol AS-BI alkalische van 3van3 3van3 3van3 3van3 aan
oplossing activiteit
) Locaties Referenties
FRV alkalische
862 oplossing ac‘g\?ir;eit 3van3 3van3 3van3 3van3 1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp
Locati Pathol 10:253, 1929
863 FBB alkalische o\cjgnles 3van 3 3van 3 3van 3 3van 3 2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphatase
oplossing activiteit activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955
Locati 3. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, Park Ridge
R . ocaties (NJ), 1982, pp 248-250
914  Natriumnitrietoplossing van 3van3 3van3 3van3 3van3 . . T .
activiteit 4. Burstone MS: IN Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic
Locaties Press, New York, 1962, pp 88-113
915 Citraatoplossing van 3van 3 3van 3 3van 3 3van 3 5. Proposed Standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4, No.
activiteit 14, National Committee for Clinical Laboratory Standards
Hematoxyline- 6. Young DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.
GHS3 oplossing gill or 3 Kernen 3van3 3van3 3van3 3van3 1997;34(6):579-581
Neutra.;lrood— 7. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann New
N6264 oplossing, gebufferd Kernen 3van3 3van3 3van3 3van3 York Acad Sci 155:911, 1968
Contactgegevens

Waarschuwingen en gevaren

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

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.

86C: Herzieningsgeschiedenis
Rev. 3.0 2014
f@ Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023
Overgezet naar nieuwe sjabloon met huidige huisstijl. Gespecificeerd voor
H290 Kan bijtend zij talen. professioneel gebruik in bedoeld gebruik en voorzorgsmaatregelen. Herzien beoogd
an bijtend zijn voor metaien gebruik om aan te sluiten bij IVDR-richtlijnen. Veiligheidsinformatieblad bijgewerkt
H302 Schadelijk bij inslikken. tot veiligheidsinformatieblad. Contactgegevens bijgewerkt. Instructie om CLSI te

volgen voor monsterafname verwijderd. EN 980 verwijderd en gewijzigd in EN ISO
15223-1:2021 voor symbolen. Contactinformatie over melding ongewenste voorvallen
. . X toegevoegd. Een tabel met de herzieningsgeschiedenis toegevoegd. Waarschuwingen
H317 Kan een allergische huidreactie veroorzaken. en gevaren toegevoegd. CH-REP-informatie toegevoegd.

H315 Veroorzaakt huidirritatie.

H319 Veroorzaakt ernstige oogirritatie. Rev. 6.0 2024

H335 Kan irritatie van de luchtwegen veroorzaken. Intern documentnummer gecorrigeerd.

H411 Giftig voor in het water levende organismen, met langdurige gevolgen.

P234 Uitsluitend in de oorspronkelijke verpakking bewaren.

P273 Voorkom lozing in het milieu.

P280 Draag beschermende handschoenen/oogbescherming/ gezichtsbescherming.
P301 + P312 NA INSLIKKEN: Bel een ANTIGIFCENTRUM/arts als u zich onwel voelt.

P302 + P352 INDIEN OP DE HUID: Was met veel water.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
P305 + P351 + P338 BIJ CONTACT MET DE OGEN: Spoel zachtjes af met water gedurende enkele u 2258 SPr“;%SGt;%té UsA §gr1“7ﬁ59r:be” 41 g4271t "
minuten. Verwijder contactlenzen, indien aanwezig en gemakkelijk te doen. Ga verder met spoelen. - Louls, annover, armstadt,
an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany
86R: Darmstadt, Germany

+1(314) 771-5765
MDSS CH GmbH

Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland
H290 Kan bijtend zijn voor metalen.
T De Initial M en Sigma-Aldrich zijn handelsmerken van Merck KGaA, Darmstadt, Duitsland of gelieerde
H302 Schadelijk bij inslikken. ondernemingen. Alle andere handelsmerken zijn eigendom van hun respectieve eigenaars. Gedetailleerde
H315 Veroorzaakt huidirritatie. informatie over handelsmerken is beschikbaar via openbaar toegankelijke bronnen.
. 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.
H318 Veroorzaakt ernstig oogletsel. © Y and/ 9

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

Navodila za uporabo

Komplet za alkalno fosfatazo
levkocitov

Postopek st. 86

[vo] Cé€

Predvidena uporaba

Kompleti za alkalno fosfatazo Sigma-Aldrich so namenjeni splosni laboratorijski uporabi za
histolosko barvanje. Reagenti alkalne fosfataze so namenjeni samo za profesionalno »diagnosti¢no
uporabo in vitro«. Ta rocni, kvalitativni, histokemicni postopek dokazuje aktivnost alkalne fosfataze
v levkocitih iz ¢loveske krvi ali kostnega mozga. Histoloska vizualizacija z levkociti povezane alkalne
fosfataze je edinstvena tehnika, ki se trenutno pogosto uporablja v medicini.

MRRCK

V krvotvornem tkivu je alkalna fosfataza omejena na trakove in segmentirane nevtrofilce.* 2 Njen
dokaz s hkratnim zajemom s substituiranimi naftoli in diazonijevimi solmi je morda najzgodnejsi
primer citokemi¢nega encimskega testa s klini¢nim pomenom.?

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 cemer nastanejo stabilne soli. Ti stabilizatorji lahko
izrazito zavirajo nekatere encimske sisteme, medtem ko diazonijevi kloridi zavirajo manj.* Zato
podjetje Sigma-Aldrich zdaj ponuja stabilne osnovne raztopine Fast Red Violet LB, Fast Blue BB
in natrijevega nitrita za citokemijo alkalne fosfataze. Za dodatno poenostavitev teh metod je
vkljuéena stabilna raztopina naftol AS-BI fosfata.

Za izvedbo testa se fiksirani krvni filmi inkubirajo pri sobni temperaturi (18-26 °C) v raztopini,
ki vsebuje naftol AS-BI fosfat in sveZe pripravljeno sol Fast Red Violet LB ali sol Fast Blue BB,
pufrirano pri pH 9,5 z 2-amino-2-metil-1,3-propandiolom AMPD). Lokacije aktivnosti so rdece ali
modre, odvisno od izbire diazonijeve soli. Postopek, ki vkljucuje Fast Red Violet LB, je podoben
predlagani referen¢ni metodi NCCLS.>

Reagenti

Naftol AS-BI alkalna raztopina (kat. st. 861-10ML)

Naftol AS-BI fosfat, 4 mg/ml, v pufru AMPD, 2 mol/l, pH 9,5. Opozorilo. Povzroca drazenje koze.
Povzroca hudo draZzenje oci. Lahko povzroCi drazenje dihal. Izogibajte se vdihavanju hlapov.

FRV-alkalna raztopina (kat. st. 862-10ML)

Osnovna raztopina Fast red violet LB, 5 mg/ml, v klorovodikovi kislini, 0,4 mol/l, s stabilizatorjem.
Opozorilo. Zdravju $kodljivo pri zauzitju.
FBB-alkalna raztopina (kat. st. 863-10ML)

Osnovna raztopina Fast blue BB, 5 mg/ml, C.I. 37175, v klorovodikovi kislini, 0,4 mol/l, s
stabilizatorjem

Raztopina natrijevega nitrita (kat. St. 914-10ML)

Natrijev nitrit, 0,1 mol/I

Raztopina citrata (kat. st. 915-50ML)

Citronska kislina, 18 mmol/I, natrijev citrat, 9 mmol/I, natrijev klorid, 12 mmol/I s tenzidom,
pufrirano pri pH 3,6

Hematoksilinska raztopina, Gill §t. 3 (kat. st. GHS3-50ML)

Hematoksilin, certificiran, 6,0 g/I, C.I. 75290, natrijev jodat, 0,6 g/, in aluminijev sulfat, 52,8 g/I,
s stabilizatorji. Nevarno. Zdravju skodljivo pri zauZitju. Povzro¢a hude poskodbe oci. Uporabljajte
zascitne rokavice/zascito za oci/zas¢ito za obraz.

Nevtralno rdecda raztopina, pufrirana (kat. st. N6264-50ML)

Nevtralno rdeca, certificirano, 0,5 % m/v, C.I. 50040, v acetatnem pufru, pH 5,2. Dodan je
konzervans.

Posebni materiali, ki so potrebni, vendar niso priloZeni
e Aceton, reagent ACS

e Formaldehid, 37 %, ACS

Shranjevanje in stabilnost

Alkalno raztopino naftola AS-BI, FRV-alkalno raztopino, FBB-alkalno raztopino in raztopino
natrijevega nitrita hranite v hladilniku (2-8 °C). Reagenti so stabilni do izteka roka uporabnosti.
Citratno raztopino hranite v hladilniku (2-8 °C). Raztopina je primerna za uporabo ob odsotnosti
mikrobne rasti.

Raztopino hematoksilina in nevtralno rdeco raztopino hranite pri sobni temperaturi (18-26 °C).
Raztopino hematoksilina zascitite pred svetlobo. Reagenti so stabilni do izteka roka uporabnosti.

Poslabsanje kakovosti

Raztopino hematoksilina zavrzite, ¢e postane rjava (prevelika oksidacija zaradi zraka) ali vijoli¢na
(izguba kislosti).

Priprava
Reagenti so pripravljeni za uporabo.

Citratno-acet ko-for Idehidni fiksativ: V 25 ml raztopine citrata, kat. $t. 915-50ML,
dodajte 65 ml acetona in 8 ml 37-odstotnega formaldehida. Prelijte v steklenico in jo trdno zaprite.
Hranite v hladilniku (2-8 °C). Pred uporabo segrejte na 18-26 °C. Obstojnost do 4 tedne, Ce je
hranjeno trdno zaprto v hladilniku.

Previdnostni ukrepi
Ti izdelki IVD so namenjeni za diagnosti¢no uporabo in vitro v kliniécnem laboratoriju. Ti izdelki IVD
so namenjeni le strokovni uporabi s strani usposobljenega osebja. Z napravami Sigma-Aldrich IVD
lahko upravlja laboratorijsko osebje, ki je usposobljeno za ravnanje s ¢loveskimi vzorci, ki so lahko
kuzni, za uporabo mikroskopov in druge laboratorijske opreme ter 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, drzavnimi, pokrajinskimi ali nacionalnimi predpisi.

Postopek

Zbiranje vzorcev

Nobena znana testna metoda ne more dati popolnega zagotovila, da vzorci krvi ali tkiva ne bodo
prenesli okuzbe. Zato je treba vse krvne derivate ali tkivne vzorce obravnavati kot potencialno
kuzne.

Uporabijo se lahko filmi sveZe krvi ali kostnega mozga ali vzorci, antikoagulirani s heparinom.®
Izogibajte se EDTA.® Krvne razmaze je treba v 8 urah po pripravi obarvati na encimsko aktivnost.
Ce to ni mogoce, lahko postopno izgubo aktivnosti alkalne fosfataze odlozimo s fiksacijo in
shranjevanjem ¢ez no¢ v zamrzovalniku.® Filme je treba posusiti vsaj 1 uro pred fiksacijo in 3 ure
po fiksaciji pred zamrzovanjem.

Opombe

Izvedite postopek s pozitivnimi kontrolami. Te se lahko pridobi od bolnikov s piogeno levkocitozo
ali Zensk v tretjem trimesecju nosecnosti ali prvih nekaj dni po porodu. Rezultati levkocitne
alkalne fosfataze pri teh osebah obi¢ajno presegajo 100. Negativno kontrolo lahko pripravimo

iz normalnega fiksiranega razmaza tako, da ga za 1 minuto potopimo v vrelo vodo, da se encim
inaktivira. Kontrolne filme lahko hranite do 1 leta, ¢e jih hranite fiksirane, zavite v Parafilm® pri
-70 °C. Te filme je treba susiti vsaj 1 uro pred fiksacijo in 3 ure po fiksaciji, preden jih zamrznete.

Priporodljivo je, da vsak laboratorij dolo¢i svoje pri¢akovano obmoéje, znacilno za lokalno
populacijo.

Postopek je odvisen od subjektivne ocene obarvanih celic. To lahko povzrodi velike razlike v
pridobljenih ocenah. Temperatura reakcijske mesanice mora biti med 18 in 26 °C. Pri nizZjih
temperaturah bodo rezultati bistveno nizji. Pri temperaturi nad 30 °C se aktivnost izrazito poveca.
Eozinofilci se ne obarvajo, prepoznamo pa jih po dvokrakih jedrih in velikih lomljivih granulah.

Podatkov o spojinah, ki lahko vplivajo na aktivnost levkocitne alkalne fosfataze (LAPA), je malo.
Znano je, da nekatera zdravila in druge snovi vplivajo na aktivnost alkalne fosfataze v krvi.®
Peroralni kontraceptivi, kortizol in stres lahko povzrocijo poviSane vrednosti levkocitne alkalne
fosfataze.?

Pri ljudeh je aktivnost alkalne fosfataze omejena na zrele in pasovno oblikovane granulocite.
Obcasno lahko v limfocitih opazimo Sibko obarvanje. Osteoblasti kostnega mozga in endotelijske
celice se mo¢no obarvajo.

Postopek
OPOMBA: Za uporabo s kozarci Columbia delite volumne reagentov s 5.

1. Odmerite 45 ml deionizirane vode in nastavite temperaturo na 18-26 °C.

2. Pripravite raztopino diazonijeve soli:

Dodajte 1 ml raztopine natrijevega nitrita v 1 ml FRV-alkalne raztopine

ALI
dodajte 1 ml raztopine natrijevega nitrita v 1 ml FBB-alkalne raztopine. Nezno premesajte z
obracanjem. Pustite stati 2 minuti.

Raztopino, pripravljeno v koraku 2, dodajte deionizirani vodi iz koraka 1.

4. Razredceni raztopini diazonijeve soli (korak 3) dodajte 1 ml alkalne raztopine naftola AS-BI.
Temeljito premesajte in prelijte v kozarec Coplin.

5. Citratno-acetonsko-formaldehidno fiksirno sredstvo segrejte na sobno temperaturo
(18-26 °C). Stekelca fiksirajte tako, da jih za 30 sekund potopite v fiksirno raztopino. V
deionizirani vodi nezno izpirajte 45 sekund. Ne dovolite, da se stekelca posusijo.

6. Stekelca dodajte mesanici alkalnega barvila (iz koraka 4) in jih 15 minut inkubirajte pri
temperaturi 18-26 °C. Potopljena stekelca zascitite pred neposredno svetlobo. Po uporabi
zavrzite mesanico alkalnega barvila.

7. Po 15 minutah inkubacije odstranite preparate iz kozarca Coplin in jih 2 minuti izpirajte v
deionizirani vodi. Ne dovolite, da se stekelca posusijo.

8. Barvajte s protibarvilom 2 minuti. Ce uporabljate FRV-alkalno raztopino, barvajte s
protibarvilom, raztopino hematoksilina, Gill t. 3. Ce uporabljate FBB-alkalno raztopino,
barvajte s protibarvilom, nevtralno rdeco raztopino, pufrirano.

9. Stekelca temeljito sperite v svezi vodi in posusite na zraku.

10. Ocenite mikroskopsko. Ce je potrebno prekrivanje, uporabite samo vodni medij za
pritrjevanje.

Lastnosti delovanja

w

Nadin to¢kovanja

Preglejte film (900X) in izberite tanko podrocje, kjer se eritrociti komajda dotikajo. Mesta
fosfatazne aktivnosti bodo videti kot modra ali rde¢a zrnca, odvisno od uporabljenega barvila.
Izberite 100 zaporednih segmentiranih in trakastih nevtrofilnih granulocitov. Ocenite od 0 do 4+ na
podlagi koli¢ine in intenzivnosti oborjenega barvila v citoplazmi teh celic. Znacilnosti to¢kovanja so
navedene v tabeli 1. Vsota ocen 100 celic se Steje kot ocena.

Tabela 1. Znadilnosti to¢kovanja*

Oborjeno azobarvilo v citoplazmi
Ocena Koli¢ina** Velikost granul Intenzivnost Ozadje citoplazme
celic (%) obarvanja
0+ Brez - Brez Brez
1+ 50 Malo Sibko do zmerno | Brezbarvno do zelo bledo roznato
ali modro
2+ 50-80 Malo Zmerno do moc¢no | Brezbarvno do bledo roznato ali
modro
3+ 80-100 Srednje do veliko Moc¢no Brezbarvno do roznato ali modro
4+ 100 Srednje do veliko Briljantno Ni vidno

* Tabela 1 predstavlja modifikacijo opazanj Kaplowa.3?

** Odstotek prostornine citoplazme, ki jo zaseda oborina azobarvila.



Da bi dobili oceno aktivnosti alkalne fosfataze levkocitov (LAPA), Stevilo prestetih celic pomnoZimo
z vrednostjo za oceno celic. Te vrednosti se sestejejo, da se dobi ocena LAPA, kot je prikazano v
naslednjih primerih:

Ocena celic Prestet Rezultat LAPA
rezultat
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Skupaj 100 67

Naslednji rezultati 40 zdravih posameznikov so bili pridobljeni v podjetju Sigma-Aldrich po opisanem
postopku.

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
Srednja vrednost 76 = 31 94 + 39
LAPA + 1SD
Razpon LAPA 44-106 55-133

Razpon normalnih rezultatov je $irok in se giblje od 20 do 180. Pri teh 40 normalnih posameznikih je bil
doseZen naslednji razpon rezultatov:

Fast Red Violet LB Fast Blue BB
20-146 25-180

Ce opaZeni rezultati odstopajo od pri¢akovanih, se za pomo¢ obrnite na oddelek za tehni¢no pomo¢
podjetja Sigma-Aldrich.

Znacdilnosti analiti¢ne ucdinkovitosti

Rezultati analiticne ucinkovitosti za dane teste, opravljene na vseh ciljnih strukturah, potrjujejo
100-odstotno ob¢utljivost, specifiénost in ponovljivost.

H373 Pri dolgotrajni ali ponavljajoCi se izpostavljenosti lahko ob zauZitju povzroi poskodbe organov
(ledvice).

P234 Hranite samo v originalni embalazi.
P280 Nosite zascitne rokavice/zascito za oci/zas¢ito za obraz.

P301 + P312 V PRIMERU ZAUZITJA: Ob slabem pocutju pokli¢ite CENTER ZA ZASTRUPITVE/
zdravnika.

P302 + P352 PRI STIKU S KOZO: Sperite z veliko vode.

P305 + P351 + P338 PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj minut. Odstranite kontaktne
leCe, Ce jih imate in Ce to lahko storite brez tezav. Nadaljujte z izpiranjem.
P314 Ce se ne polutite dobro, poiécite zdravnigko pomo¢/oskrbo.
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

Proizvajalec Kataloska Stevilka

Natanc¢no preberite navodila za
uporabo

Koda serije

Pooblasceni zastopnik v Evropski
skupnosti/Evropski uniji

Izjava Evropske unije o skladnosti
(opredeljena v IVDR 2017/746)

)
m

Medicinski diagnosti¢ni pripomocek

Rok uporabe in vitro

“
,}’ Temperaturna omejitev
1

Pozor
Kat. Opis izdelka Cilj Specificnost Obcutljivost Specificnost Obcutljivost Datum izdelave Uvoznik
st. znotraj znotraj med testi med testi
testa testa Oznacuje pooblas¢enega zastopnika
861 Alkalna raztopina Lokacije 30d3 30d3 30d3 30d3 v Svici
naftola AS-BI aktivnosti
FRV-alkalna Lokacije
862 raztopina aktivnosti 30d3 3od3 3od3 3o0d3 Reference
" 1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp
FBB-alkalna Lokacije
863 raztopina aktivnosti 30d3 30d3 30d3 3o0d3 Pathol 10:253, 1929
Raztopina Lokacije 2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphatase
914 natrijevega nitrita  aktivnosti 30d3 30d3 3o0d3 30d3 acpwty in sme_ars of blood ant_il marl.'ow._Blood _10:1_023, 1955 o )
Lokadii 3. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, Park Ridge
915  Raztopina citrata aktzivancgseti 30d3 30d3 30d3 30d3 (NJ), 1982, pp 248-250
Raztopina 4. Burstone MS: IN Enzyme Histochemistry and Its Application in the Study of Neoplasms. Academic
P! . Press, New York, 1962, pp 88-113
GHS3 hematoél;ﬂgna, Gill Jedra 30d3 30d3 30d3 30d3 5. Proposed Standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4, No.
Nevt alrl1a deca 14, National Committee for Clinical Laboratory Standards
VLI I P . . .
N6264 raztopina, Jedra 30d3 30d3 30d3 30d3 6. Young DS. E.ffects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.
pufrirana 1997;34(6):579-581

Opozorila in nevarnosti

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

86C:
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H290 Lahko je korozivno za kovine.

H302 Skodljivo pri zauZitju.

H315 Povzroca drazenje koze.

H317 Lahko povzrodi alergijsko kozno reakcijo.

H319 Povzroca hudo drazenje oci.

H335 Lahko povzro¢i drazenje dihalnih poti.

H411 Strupeno za vodne organizme, z dolgotrajnimi ucinki.
P234 Hranite samo v originalni embalazi.

P273 Prepreciti sprosc¢anje v okolje.

P280 Nosite zas¢itne rokavice/zascito za oci/zas¢ito za obraz.

P301 + P312 V PRIMERU ZAUZITJA: Ob slabem pocutju poklicite CENTER ZA ZASTRUPITVE/
zdravnika.

P302 + P352 PRI STIKU S KOZO: Sperite z veliko vode.

P305 + P351 + P338 PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj minut. Odstranite kontaktne
lece, Ce jih imate in Ce to lahko storite brez tezav. Nadaljujte z izpiranjem.

86R:

H290 Lahko je korozivno za kovine.
H302 Skodljivo pri zauzitju.
H315 Povzroca drazenje koze.

H318 Povzroda resne poskodbe odi.

7. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann New
York Acad Sci 155:911, 1968

Kontaktni podatki

Ce zelite oddati narocilo, obis¢ite nase spletno mesto SigmaAldrich.com. Ce elite tehni¢no pomog,
obis¢ite stran tehni¢nega servisa na nasem spletnem mestu SigmaAldrich.com/techservice.

Zgodovina revizij

Rev. 3.0 2014

Rev. 4.0 2016

Rev. 5.0 2023
Preneseno v novo predlogo s trenutno blagovno znamko. Navedeno za poklicno uporabo
v okviru predvidene uporabe in previdnostnih ukrepov. Revidiran je namen uporabe za
uskladitev s smernicami IVDR. Posodobljen je varnostni list materiala v varnostni list.
Posodobljeni so kontaktni podatki. Odstranjeno je navodilo, da je treba pri zbiranju
vzorcev upostevati standard CLSI. Odstranjen je standard EN 980 in za simbole
spremenjen v standard EN ISO 15223-1:2021. Dodani so kontaktni podatki v primeru
nezelenih dogodkov. Dodana je preglednica zgodovine revizij. Dodana so opozorila in
nevarnosti. Dodana informacija o zastopniku v Svici.

Rev. 6.0 2024

Popravljena je interna Stevilka dokumenta.
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