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Intended Use

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

Cellular esterases are ubiquitous and appear to represent a series of different enzymes acting upon
select substrates. Under defined reaction conditions, it may be possible to determine hemopoietic
cell types, using specific esterase substrates. The described methods provide means to distinguish
granulocytes from monocytes.'

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

Reagents

Dimethyl Formamide (Cat. No. 9010-25ML)

Dimethyl formamide, 100% Danger. Flammable liquid and vapour. May be harmful if swallowed.
Harmful in contact with skin. Causes mild skin irritation. Causes serious eye irritation. Toxic if
inhaled. May damage the unborn child. Obtain special instructions before use.

Ethylene Glycol Monomethyl Ether (Cat. No. 9011-25ML)

2-MethoxyEthanol, 100% Danger. Flammable liquid and vapour. May be harmful if swallowed.
Harmful in contact with skin. Causes mild skin irritation. Causes serious eye irritation. Toxic if
inhaled. May damage fertility or the unborn child. Obtain special instructions before use.

Naphthol AS-D Chloroacetate (Cat. No. 905-10CAP)
Naphthol AS-D Chloroacetate, 20 mg/cap.

a-Naphthyl Acetate (Cat. No. 906-10CAP)

Naphthol AS-D Chloroacetate, 20 mg/cap Danger. Causes serious eye damage. Wear protective
gloves/eye protection/face protection. IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes.
Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

TRIZMAL™ 6.3 Buffer Concentrate (Cat. No. 903C-50ML)
TRIZMA® maleate, 200 mmol/L, Chloroform added as preservative

TRIZMAL™ 7.6 Buffer Concentrate (Cat. No. 902C-50ML)
TRIZMA® maleate, 200 mmol/L, Chloroform added as preservative
Mayers Hematoxylin Solution (Cat. No. MHS1-100ML)
Hematoxylin, certified, CI 75290, 0.1% (w/v), and stabilizers

Acid Hematoxylin Solution (Cat. No. 2852-100ML)
Hematoxylin certified, CI 75290, 1 g/L, and stabilizers, pH 3.3 at 25°C

Fast Blue RR Salt (Cat. No. FBS25-10CAP)

Fast Blue, C.I. 37155. Preweighed capsules. Actual weight per capsule will vary with dye lot purity
and has been optimized by assay.

Fast Corinth V Salt (Cat. No. 9015-10CAP)

Fast Corinth V Salt, 18-22 mg/cap. Danger. Harmful if swallowed. Harmful in contact with skin.
Harmful if inhaled. May cause cancer. Obtain special instructions before use. Wear protective
gloves/protective clothing.

Citrate Concentrate (Cat. No. 3861-20ML)

Citrate buffer, 0.38 mol/L, pH 5.4 when diluted according to procedure

Special Materials Required but Not Provided

e Methanol, Absolute

¢ Acetone, ACS Reagent

¢ Sodium Fluoride Solution (Cat. No. 919-25ML) Sodium fluoride, 2 g/dL
Storage and Stability

Dimethyl Formamide, Ethylene Glycol Monomethyl Ether, TRIZMAL™ 6.3 Buffer Concentrate,
TRIZMAL™ 7.6 Buffer Concentrate, Mayer’s Hematoxylin Solution and Acid Hematoxylin Solution,
are stored at room temperature (18-26°C).

Naphthol AS-D Chloroacetate, a-Naphthyl Acetate and Fast Blue RR Salt are stored below 0°C.
Fast Corinth V Salt and Citrate Concentrate are stored refrigerated (2-8°C).

Naphthol AS-D Chloroacetate, a-Naphthyl Acetate, Fast Blue RR Salt and Fast Corinth V Salt are
stable until the expiration date shown on the labels.

Citrate Dilute Solution is stable for 1 week if stored tightly capped at room temperature (18-26°C).

TRIZMAL™ 6.3 Buffer Concentrate, TRIZMAL™ 7.6 Buffer Concentrate and Citrate Concentrate are
suitable for use in the absence of microbial growth.

Sodium fluoride, 2 g/dL. Store at room temperature (18-26°C). Used if “a-Naphthyl Acetate
Esterase with Fluoride Inhibition Procedure” is performed.

Deterioration
Discard Dimethyl Formamide and Ethylene Glycol Monomethyl Ether if colored or turbid.

TRIZMAL™ 6.3 Dilute Buffer Solution and TRIZMAL™ 7.6 Dilute Buffer Solution should be used once
then discarded.

Discard Mayer’s Hematoxylin and Acid Hematoxylin Solution when the time required for suitable
staining exceeds the time recommended in the procedure by more than 5 minutes.

Preparation

Naphthol AS-D Chloroacetate Solution is prepared by dissolving contents of 1 capsule Naphthol
AS-D Chloroacetate in 2 mL Dimethyl Formamide. Remove 1 capsule from freezer as needed.
Prepare immediately prior to use.

a-Naphthyl Acetate Solution is prepared by dissolving contents of 1 capsule a-Naphthyl Acetate
in 2 mL Ethylene Glycol Monomethyl Ether. Remove 1 capsule from freezer as needed. Prepare
immediately prior to use.

TRIZMAL™ 6.3 Dilute Buffer Solution is prepared by diluting 1 part TRIZMAL™ 6.3 Buffer
Concentrate with 9 parts deionized water. The pH should be 6.3 at 25°C.

TRIZMAL™ 7.6 Dilute Buffer Solution is prepared by diluting 1 part TRIZMAL™ 7.6 Buffer
Concentrate with 9 parts deionized water. The pH should be 7.6 at 25°C.

Mayer’s Hematoxylin and Acid Hematoxylin Solution should be filtered before use.

Citrate Dilute Solution is prepared by diluting 1 part Citrate Concentrate with 9 parts deionized
water. pH 5.4 when diluted.

Citrate-Acetone-Methanol Fixative: To 18 mL Citrate Dilute Solution, add 27 mL ACS grade Acetone
and 5 mL Methanol. Store tightly capped at room temperature (18-26°C). Discard after 8 hours.

Precautions

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

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

Procedure

Specimen Collection

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

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

Notes

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

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

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

Procedures

Naphthol AS-D Chloroacetate Esterase Procedure

1. Fix slides for 1 minute in Citrate-Acetone-Methanol Fixative at room temperature (18-26°C).

2. Wash thoroughly in deionized water and air dry at least 20 minutes.

3. To 50 mL TRIZMAL™ 6.3 Dilute Buffer Solution, PREWARMED TO 37°C, add with constant
stirring, contents of 1 capsule Fast Corinth V Salt.

4. When salt is completely dissolved in buffer, add 2 mL Naphthol AS-D Chloroacetate Solution.
The solution will appear quite turbid.

5. Continue mixing for 15-30 seconds, then add to Coplin jar. DO NOT FILTER.

6. Place specimens in staining solution (from Step 5) and incubate at 37°C for 5 minutes.
NOTE: PROTECT FROM LIGHT.

7. Remove slides from stain and wash in deionized water for 3 minutes. Discard staining solution.

8. If desired, counterstain in Acid Hematoxylin Solution for 5-10 minutes and wash in tap water.

9. Air dry slides and examine microscopically. If coverslipping is required use only an aqueous
mounting media.

a-Naphthyl Acetate Esterase Procedure

1. Fix slides in Citrate-Acetone-Methanol Fixative for 1 minute at room temperature (18 -26°C).

2. Wash thoroughly in deionized water and air dry at least 20 minutes.

3. To 50 mL TRIZMAL™ 7.6 Dilute Buffer Solution, PREWARMED TO 37°C, add with constant
stirring, contents of 1 capsule Fast Blue RR Salt.

4. When salt is completely dissolved in buffer, add 2 mL a-Naphthyl Acetate Solution. The
solution will be yellow and slightly turbid.

5. Continue stirring for 15-20 seconds, then add to Coplin jar. DO NOT FILTER.

6. Place specimens in staining solution (from Step 5) and incubate at 37°C for 30 minutes.
NOTE: PROTECT FROM LIGHT.

7. Remove slides from stain and wash for 3 minutes in deionized water. Discard staining solution.

8. If desired, counterstain for 5-10 minutes in Mayer’s Hematoxylin Solution, and wash in tap
water.

9. Air dry slides and examine microscopically. If coverslipping is required use only an aqueous
mounting media.
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Double Staining Esterase Procedure

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

2. Rinse slides 5 minutes in deionized water.

3. Perform Naphthol AS-D Chloroacetate Esterase test as described in procedure Steps 3-9.
a-Naphthyl Acetate Esterase with Fluoride Inhibition Procedure
Although a-naphthyl acetate esterase is found primarily in cells of monocytic lineage when performed
as described, it should be recognized that megakaryocytes and erythroid precursors are positive for this
enzyme.'! Lymphocytes and some mature granulocytes also show occasional positivity.® To differentiate
these cells conclusively from monocytes, sodium fluoride is incorporated with the incubation system.
The monocyte enzyme is inactivated in the presence of this compound.*? The following procedure may
be used to perform the fluoride inhibition test.

1. Fix slides in Citrate-Acetone-Methanol Fixative for 1 minute at room temperature (18-26°C).
2. Wash thoroughly in deionized water and air dry at least 20 minutes.
3. Label 2 beakers A and B, and add the following:

Beaker A Beaker B
Prewarmed 37°C TRIZMAL™ 7.6 Dilute Buffer 50 mL 50 mL
Add with constant stirring, Fast Blue RR 1 capsule* 1 capsule*
a-Naphthyl Acetate Solution 2mL 2mL
Sodium Fluoride Solution - 2mL

*Contents of 1 capsule

4. Mix well and pour into Coplin jars labeled A and B.
5. Proceed as described in Steps 6-9 of a-Naphthyl Acetate Esterase Procedure.

Performance Characteristics

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

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

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

Table 1. Characteristics of Scoring

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

Results

Naphthol AS-D Chloroacetate Esterase

This enzyme is usually considered specific for cells of granulocytic lineage. The cells should show red
granulation. Activity is weak or absent in monocytes and lymphocytes.

a-Naphthyl Acetate Esterase

Under the assay conditions (pH 7.6), this enzyme is detected primarily in monocytes, macrophages
and histiocytes, and is virtually absent in granulocytes. Monocytes should show black granulation.
Lymphocytes may occasionally exhibit activity.

a-Naphthyl Acetate Esterase with Fluoride Inhibition

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

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

The expected cellular reactivity of tests for esterase activity is summarized in Table II.

Table II. Cytochemical Reactions of Blood Cells

Naphthol AS-D a-Naphthyl Acetate

Cell Type Chloroacetate Esterase Esterase
Myeloblasts + +
Promyelocytes + +
Neutrophils + -
Eosinophils - -
Basophils + —
Monocytes — +
Lymphocytes - +
Lymphoblasts - +
Megakaryocytes — +
Erythroblasts — +
Plasma Cells - +
Mast Cells + —
Hairy Cells — +
Histiocytes + +

The reagent system should be monitored by the use of positive and negative control slides. Positive
control slides may be prepared from specific cell lines known to be positive.

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

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

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

Analytical Performance Characteristics

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

Cat. Product Target Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
No Description Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity
Dimethyl Sites of
9010 Formamide Activity 30of 3 30of3 30of 3 30of 3
Ethylene Glycol Sites of
9011 Monomethy! Ether Activity 30f3 30f3 30f3 30f3
Naphthol AS-D Sites of
905 Chloroacetate Activity 30f3 30f3 30f3 30f3
a-Naphthyl .
906 Acetate Identity 30of 3 30of 3 30of 3 30of 3
TRIZMAL™ 6.3 Sites of
903C Buffer Concentrate Activity 30f3 3of3 30f3 30f3
TRIZMAL™ 7.6 Sites of
902C Buffer Concentrate Activity 3of3 30f3 30f3 30f3
Mayers
MHS1 Hematoxylin Nuclei 30of 3 3of 3 30of 3 30of 3
Solution
25y Acd lematoxylin e 30f3 30f3 30f3 30f3
Sites of
FBS25 Fast Blue RR Salt Activity 30f3 30f3 30f3 30f3
) Sites of
9015 Fast Corinth V Salt Activity 30of3 3of 3 30of3 30of3
Citrate Sites of
3861 Concentrate Activity 30f3 30f3 30f3 30f3

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

390A:

SPOG

H301 + H311 + H331 Toxic if swallowed, in contact with skin or if inhaled.

H315 Causes skin irritation.

H317 May cause an allergic skin reaction.

H318 Causes serious eye damage.

H341 Suspected of causing genetic defects.

H350 May cause cancer.

H410 Very toxic to aquatic life with long lasting effects.

P273 Avoid release to the environment.

P280 Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.
P301 + P310 IF SWALLOWED: Immediately call a POISON CENTER/ doctor.

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

P304 + P340 + P311 IF INHALED: Remove person to fresh air and keep comfortable for breathing.
Call a POISON CENTER/ doctor.

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

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

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

Manufacturer Catalogue Number

Consult Instructions for Use Batch Code

Authorized Representative
in the European Community/ c E
European Union

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

2 Use-by Date In vitro diagnostic medical device
/]’ Temperature Limit A Caution
& Date of Manufacture @ Importer

Indicates the Authorised
Representative in Switzerland
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To place an order, please visit our web site at SigmaAldrich.com. For Technical Service, please visit the
tech service page on our web site at SigmaAldrich.com/techservice.
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Anweisungen fir den Gebrauch

Leukozyten a-Naphthylacetat (unspezifische
Esterase) und Leukozyten-Naphhol-AS-D-
Chloracetat (spezifische Esterase) — Kit

Verfahren Nr. 90

ce MRRTK

Verwendungszweck

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

Zelluldre Esterasen finden sich ubiquitar und scheinen eine Reihe verschiedener Enzyme zu
reprasentieren, die mit bestimmten Substraten interagieren. Unter definierten Reaktionsbedingungen
ist es moglich, mit spezifischen Esterase-Substraten hamatopoetische Zelltypen zu bestimmen. Die
beschriebenen Methoden ermdglichen die Unterscheidung zwischen Granulozyten und Monozyten.!®

Zur Durchfiihrung des Tests werden Blut, Knochenmarkausstriche oder Gewebetupfpraparate

in Gegenwart eines stabilen Diazoniumsalzes entweder in Naphthol-AS-D-Chloracetat oder
a-Naphthylacetat inkubiert. Die enzymatische Hydrolyse der Esterbindungen fiihrt zu freien
Naphtholverbindungen. Diese verbinden sich mit dem Diazoniumsalz und bilden intensiv gefarbte
Rickstande in den Bereichen mit Enzymaktivitat.

Reagenzien

Dimethylformamid (Kat.-Nr. 9010-25ML)

Dimethylformamid, 100 % Gefahr. Entziindliche Flissigkeit und Dampf. Kann beim Verschlucken
schadigend sein. Gesundheitsschéadlich bei Kontakt mit der Haut. Verursacht leichte Hautreizungen.
Verursacht schwere Augenreizungen. Giftig beim Einatmen. Kann das ungeborene Kind schadigen.
Informieren Sie sich Uber besondere Hinweise zur Verwendung.

Ethylenglykolmonomethylether (Kat.-Nr. 9011-25ML)

2-Methoxyethanol, 100 % Gefahr. Entzindliche Flissigkeit und Dampf. Kann beim Verschlucken
schadigend sein. Gesundheitsschadlich bei Kontakt mit der Haut. Verursacht leichte Hautreizungen.
Verursacht schwere Augenreizungen. Giftig beim Einatmen. Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen
und das ungeborene Kind schéadigen. Informieren Sie sich Gber besondere Hinweise zur Verwendung.

Naphthol-AS-D-Chloracetat (Kat.-Nr. 905-10CAP)
Naphthol-AS-D-Chloracetat, 20 mg/Kapsel

a-Naphthylacetat (Kat.-Nr. 906-10CAP)

Naphthol-AS-D-Chloracetat, 20 mg/Kapsel Gefahr. Verursacht schwere Augenschéden.
Schutzhandschuhe/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen. WENN IM AUGE: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser spllen. Entfernen Sie Kontaktlinsen, falls vorhanden und leicht durchzufiihren.
Weiter abspilen.

TRIZMAL™ 6.3 Pufferkonzentrat (Kat.-Nr. 903C-50ML)
TRIZMA® Maleat, 200 mmol/I. Chloroform als Konservierungsmittel zugesetzt

TRIZMAL™ 7.6 Pufferkonzentrat (Kat.-Nr. 902C-50ML)
TRIZMA® Maleat, 200 mmol/I. Chloroform als Konservierungsmittel zugesetzt

Mayer-Hamatoxylin-Losung (Kat.-Nr. MHS1-100ML)
Hamatoxylin, zertifiziert, CI 75290, 0,1 % (w/v) und Stabilisatoren

Saure Hamatoxylin-Ldsung (Kat.-Nr. 2852-100ML)
Hamatoxylin zertifiziert, CI 75290, 1 g/I, und Stabilisatoren, pH-Wert 3,3 bei 25 °C

Echtblausalz RR (Kat.-Nr. FBS25-10CAP)
Echtblau, C.I. 37155. Vorgewogene Kapseln. Das tatsachliche Gewicht pro Kapsel hdangt von der
Reinheit der Farbstoffcharge ab und wurde anhand von Assays optimiert.

Echtkorinthsalz V (Kat.-Nr. 9015-10CAP)

Echtkorinthsalz V, 18-22 mg/Kapsel. Gefahr. Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.
Gesundheitsschadlich bei Kontakt mit der Haut. Gesundheitsschadlich beim Einatmen. Kann Krebs
erzeugen. Informieren Sie sich iber besondere Hinweise zur Verwendung. Schutzhandschuhe/
Schutzkleidung tragen.

Citratkonzentrat (Kat.-Nr. 3861-20ML)
Citratpuffer, 0,38 mol/I, pH-Wert 5,4 bei einer Verdiinnung gemas dem Verfahren

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

e Ethanol, rein

e Aceton, ACS-Reagenz

o Natriumfluorid-Lésung (Kat.-Nr. 919-25ML) Natriumfluorid, 2 g/dI

Lagerung und Stabilitat

Dimethylformamid, Ethylenglykolmonomethylether, TRIZMAL™ 6.3 Pufferkonzentrat,
TRIZMAL™ 7.6 Pufferkonzentrat, Mayer-Hamatoxylin-Losung und saure Hamatoxylin-L6sung
sind bei Raumtemperatur (18-26 °C) zu lagern.

Naphthol-AS-D-Chloracetat, a-Naphthylacetat und Echtblausalz RR sind bei Temperaturen unter
0 °C zu lagern.

Echtkorinthsalz V und Citratkonzentrat sind im Kihlschrank (2-8 °C) zu lagern.

Naphthol-AS-D-Chloracetat, a-Naphthylacetat, Echtblausalz RR und Echtkorinthsalz V sind bis zu dem
auf den Etiketten angegebenen Verfallsdatum stabil.

Verdinnte Citratlésung ist 1 Woche lang stabil, wenn sie dicht verschlossen bei Raumtemperatur
(18-26 °C) gelagert wird.

TRIZMAL™ 6.3 Pufferkonzentrat, TRIZMAL™ 7.6 Pufferkonzentrat und Citratkonzentrat kénnen bei
Abwesenheit von mikrobiellem Wachstum verwendet werden.

Natriumfluorid, 2 g/dl. Bei Raumtemperatur (18-26 °C) lagern. Verwendet bei Durchfiihrung der
,a-Naphthylacetatesterase-Verfahren mit Fluorid-Inhibition®.

Zerfall
Dimethylformamid und Ethylenglykolmonomethylether bei Verfarbung oder Triibung entsorgen.

Die verdlnnte TRIZMAL™ 6.3 Pufferldsung und die verdiinnte TRIZMAL™ 7.6 Pufferlésung sind nach
einmaliger Verwendung zu entsorgen.

Die Mayer-Hamatoxylin-Lésung und die saure Hdmatoxylin-Lésung missen entsorgt werden,
wenn die fir eine angemessene Farbung benétigte Zeit die im Verfahren empfohlene Zeit um mehr
als 5 Minuten berschreitet.

Vorbereitung

Zur Herstellung der Naphthol-AS-D-Chloroacetat-Lésung den Inhalt einer Kapsel Naphthol-AS-D-
Chloroacetat in 2 ml Dimethylformamid auflésen. Nach Bedarf 1 Kapsel aus dem Gefrierschrank
nehmen. Unmittelbar vor dem Gebrauch zubereiten.

a-Naphthylacetat-Lésung wird durch Auflésen des Inhalts einer Kapsel a-Naphthylacetat in 2 ml
Ethylenglykolmonomethylether hergestellt. Nach Bedarf 1 Kapsel aus dem Gefrierschrank nehmen.
Unmittelbar vor dem Gebrauch zubereiten.

Die verdinnte TRIZMAL™ 6.3 Pufferldsung wird durch Verdiinnen von 1 Teil TRIZMAL™ 6.3
Pufferkonzentrat mit 9 Teilen entionisiertem Wasser hergestellt. Der pH-Wert sollte bei
25 °C 6,3 betragen.

Die verdlnnte TRIZMAL™ 7.6 Pufferldsung wird durch Verdiinnen von 1 Teil TRIZMAL™ 7.6
Pufferkonzentrat mit 9 Teilen entionisiertem Wasser hergestellt. Der pH-Wert sollte bei
25 °C 7,6 betragen.

Mayer-Hamatoxylin-Losung und saure Hamatoxylin-Losung sollten vor der Verwendung filtriert
werden.

Die verdiinnte Citratlésung wird durch Verdiinnen von 1 Teil Citratkonzentrat mit 9 Teilen
entionisiertem Wasser hergestellt. Der pH-Wert betrégt nach Verdiinnung 5,4.

Citrat-Aceton-Methanol-Fixiermittel: 18 ml verdiinnte Citratlésung mit 27 ml Aceton (ACS-Qualitat)
und 5 ml Methanol versetzen. Fest verschlossen bei Raumtemperatur (18-26 °C) lagern. Nach
8 Stunden entsorgen.

VorsichtsmaBnahmen

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

Beim Umgang mit Laborreagenzien sind die tblichen VorsichtsmaBnahmen zu beachten. Entsorgen
Sie den Abfall unter Einhaltung aller 6rtlichen, staatlichen, regionalen oder nationalen Vorschriften.

Verfahren

Probenentnahme

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

Blut, Knochenmarkausstriche, Gewebetupfpraparate und Zytozentrifugenpraparate kdnnen

sowohl mit a-Naphthylacetatesterase als auch mit Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase verwendet
werden. Als Antikoagulanzien kénnen EDTA und Heparin verwendet werden.® Gefrorene und in
Paraffin eingebettete Gewebe kénnen mit Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase verwendet werden.
a-Naphthylacetatesterase kann bei gefrorenen Gewebeschnitten eingesetzt werden.® Blut- und
Knochenmarkausstriche kénnen mehrere Wochen lang fixiert bei Raumtemperatur (18-26 °C)

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

Anmerkungen

Die beschriebenen Verfahren werden bei 37 °C durchgefiihrt. Wenn die Reagenzien nicht auf

dieser Temperatur eingestellt sind, konnen die Reaktionen schwach oder negativ ausfallen.

Es wird empfohlen, die Temperaturen mit einem prézisen Thermometer zu Uberprifen.

Wasserbader mit kontrollierter Temperatur sind effizienter als Warmluftinkubatoren und sollten fiir
enzymzytochemische Methoden verwendet werden. Der Warmetransport erfolgt durch Glas schneller
als durch Kunststoff, daher sollten Coplin-Farbetrége aus Glas verwendet werden.

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

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

Verfahren

Verfahren mit Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase

1. Die Objekttrager 1 Minute lang in Citrat-Aceton-Methanol-Fixiermittel bei Raumtemperatur
(18-26 °C) fixieren.

2. Grundlich in entionisiertem Wasser spilen und mindestens 20 Minuten an der Luft
trocknen lassen.

3. Zu 50 ml verdinnter TRIZMAL™ 6.3 Pufferlésung, auf 37 °C VORGEWARMT, unter standigem
Rihren den Inhalt von 1 Kapsel Echtkorinthsalz V hinzufiigen.

4. Nachdem das Salz vollsténdig im Puffer geldst ist, 2 ml Naphthol-AS-D Chloracetat-Ldsung
hinzufiigen. Die Losung erscheint recht triibe.

5. 15 bis 30 Sekunden weiter mischen und die Mischung dann in den Coplin-Farbetrog geben.
NICHT FILTRIEREN.

6. Die Proben in die Farbeldsung (aus Schritt 5) legen und 5 Minuten bei 37 °C inkubieren.
HINWEIS: VOR LICHT SCHUTZEN.

7. Die Objekttrager aus der Féarbelosung herausnehmen und 3 Minuten lang in entionisiertem
Wasser spllen. Die Farbelosung entsorgen.

8. Falls gewiinscht, 5-10 Minuten in saurer Hdmatoxylin-Losung gegenfarben und unter
Leitungswasser abspilen.

9. Objekttrager an der Luft trocknen lassen und mikroskopisch untersuchen. Wenn das
Abdecken mit einem Deckglas erforderlich ist, darf nur ein wéssriges Einbettungsmedium
verwendet werden.
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Verfahren fiir a-Naphthylacetatesterase

1. Die Objekttrager in Citrat-Aceton-Methanol-Fixiermittel 1 Minute lang bei Raumtemperatur
(18-26 °C) fixieren.

2. Grundlich in entionisiertem Wasser spilen und mindestens 20 Minuten an der Luft trocknen lassen.

3. Zu 50 ml verdiinnter TRIZMAL™ 7.6 Pufferlésung, auf 37 °C VORGEWARMT, unter sténdigem Riihren
den Inhalt von 1 Kapsel Echtblausalz RR hinzuftigen.

4. Nachdem das Salz vollstéandig im Puffer geldst ist, 2 ml a-Naphthylacetat-Losung hinzufiigen.
Die Losung ist gelb und leicht trib.

5. 15 bis 20 Sekunden weiter rithren und die Mischung dann in den Coplin-Farbetrog geben.
NICHT FILTRIEREN.

6. Die Proben in die Farbelosung (aus Schritt 5) legen und 30 Minuten bei 37 °C inkubieren.
HINWEIS: VOR LICHT SCHUTZEN.

7. Die Objekttrager aus der Farbelosung herausnehmen und 3 Minuten lang in entionisiertem Wasser
splen. Die Farbelésung entsorgen.

8. Falls gewlnscht, fir 5-10 Minuten in Mayer-Hamatoxylin-Lésung gegenfarben und unter
Leitungswasser absplen.

9. Objekttrager an der Luft trocknen lassen und mikroskopisch untersuchen. Wenn das Abdecken mit
einem Deckglas erforderlich ist, darf nur ein wassriges Einbettungsmedium verwendet werden.

Verfahren der Doppelfarbung mit Esterase
1. Den a-Naphthylacetatesterase-Test wie unter Verfahren beschrieben durchfiihren. Nicht gegenfarben.
2. Objekttrager 5 Minuten mit entionisiertem Wasser abspilen.

3. Den Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase-Test wie in den Verfahrensschritten 3-9 beschrieben
durchfiihren.

a-Naphthylacetatesterase-Verfahren mit Fluorid-Inhibition
Obwohl a-Naphthylacetatesterase wie beschrieben hauptsachlich in Zellen monozytéarer Abstammung
gefunden wird, ist zu beriicksichtigen, dass auch Megakaryozyten und Vorstufen von Erythrozyten positiv
auf dieses Enzym reagieren.!! Vereinzelt zeigen auch Lymphozyten und einige reife Granulozyten positive
Reaktionen.® Um diese Zellen eindeutig von Monozyten zu unterscheiden, wird dem Inkubationssystem
Natriumfluorid zugesetzt. In Gegenwart dieser Verbindung wird das Enzym in den Monozyten inaktiviert.'?
Das folgende Verfahren kann zur Durchfiihrung des Fluoridinhibitionstests verwendet werden.

1. Die Objekttrager in Citrat-Aceton-Methanol-Fixiermittel 1 Minute lang bei Raumtemperatur

(18-26 °C) fixieren.
2. Grundlich in entionisiertem Wasser spillen und mindestens 20 Minuten an der Luft trocknen lassen.
3. 2 Bechergldser mit A und B beschriften und die folgenden Substanzen hinzugeben:

Becherglas A Becherglas B

Auf 37 °C vorgewarmter verdinnter TRIZMAL™ 7.6 Puffer 50 ml 50 ml
Unter standigem Rihren Echtblau RR hinzuftigen. 1 Kapsel* 1 Kapsel*
a-Naphthylacetat-Ldsung 2ml 2ml
Natriumfluorid-Lésung - 2ml

* Inhalt von 1 Kapsel

4. Gut mischen und in die mit A und B gekennzeichneten Coplin-Férbetroge fullen.
5. Mit den in den Schritten 6 bis 9 des a-Naphthylacetatesterase-Verfahrens beschriebenen
Schritten fortfahren.

Leistungsmerkmale

Bewertungsverfahren

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

mit Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase-Aktivitédt erscheinen als hellrote Granulierung, solche mit
a-Naphthylacetatesterase-Aktivitat erscheinen dagegen als schwarze Granulierung. Die Bewertung reicht
von 0 bis 4+ auf der Grundlage der Menge und Intensitat der einzelnen Farbstoffe im Zytoplasma der
jeweiligen Zelltypen. Die Merkmale der Bewertung stiitzen sich zum Teil auf subjektive Interpretationen.
Tabelle 1 enthélt einen Vorschlag fir ein Bewertungsschema. Schlussfolgerungen basieren auf der
relativen Anwesenheit oder Abwesenheit der Farbung.

Tabelle 1. Charakteristika der Bewertung

Beurteilung Intensitdt der Interpretation

der Zelle Farbung
0+ Kein -
1+ Schwach bis maBig +
2+ MaBig bis stark +
3+ Stark +
4+ Leuchtend +

Ergebnisse

Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase

Dieses Enzym ist in der Regel spezifisch fur Zellen mit granulozytérer Abstammung. Die Zellen weisen eine
rote Granulierung auf. In Monozyten und Lymphozyten ist die Aktivitat nur schwach ausgeprégt oder gar
nicht vorhanden.

a-Naphthylacetatesterase

Unter den Testbedingungen (pH-Wert 7,6) l&sst sich dieses Enzym vor allem in Monozyten, Makrophagen
und Histiozyten nachweisen, wahrend es in Granulozyten praktisch nicht vorhanden ist. Monozyten weisen
eine schwarze Granulation auf. Gelegentlich weisen Lymphozyten eine gewisse Aktivitat auf.

a-Naphthylacetatesterase mit Fluorid-Inhibition

Mit Ausnahme von differenzierten Histiozyten sowie spezialisierten Makrophagen im Gewebe, die ebenfalls
eine Resistenz gegen Natriumfluorid aufweisen kénnen, weisen Zellen der monozytéren Abstammung
keine Enzymaktivitaten auf.'®

Doppelfarbung mit Esterase

In Proben, die mit dem Doppelférbeverfahren behandelt wurden, zeigen sich die Granulozyten mit roter
Granulation und die Monozyten mit schwarzer Granulation.

Die erwartete zelluldre Reaktivitét der Tests auf Esteraseaktivitat ist in Tabelle II zusammengefasst.

Tabelle II. Zytochemische Reaktionen von Blutzellen

Naphthol-AS-D-

Zelltyp Chloracetatesterase a-Naphthylacetatesterase
Myeloblasten + +
Promyelozyten + +
Neutrophile + -
Eosinophile — —
Basophile + —
Monozyten - +
Lymphozyten - +
Lymphoblasten — +
Megakaryozyten — +
Erythroblasten - +
Plasmazellen - +
Mastzellen + —
Haarzellen — +
Histiozyten + +

Das Reagenzsystem sollte durch Verwendung von Positiv- und Negativkontroll-Objekttréagern Giberwacht
werden. Positivkontroll-Objekttréger kénnen aus Proben spezifischer Zelllinien, die nachweislich positiv
sind, hergestellt werden.

Alternativ kann auch antikoaguliertes Blut aus normalen Proben (bei Verwendung des
a-Naphthylacetatesterase-Verfahrens vorzugsweise mit erhdhter Monozytenzahl) verwendet werden.
Dabei ist jedoch eine weniger intensive Farbung und eine geringere Anzahl positiver Zellen zu beachten.

Als Negativkontrolle kénnen Objekttrager mit Proben von bekanntermaBen negativen Patienten verwendet
werden. Falls nicht verfiigbar, kann die Farbung einer Probe in einer Inkubationsmischung ohne das
Substrat ebenfalls das gewlinschte Ergebnis liefern. Die Verwendung der erstgenannten Methode wird
jedoch dringend empfohlen.

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- Inter- Inter-
Nr. des Produkts Assay- Assay- Assay- Assay-
Spezifitit Empfindlichkeit Spezifitit Empfindlichkeit

Bereiche

9010 Dimethylformamid der 3von 3 3von 3 3von3 3von3
Aktivitat
Bereiche

9011 Ethylenglykolmonomethylether der 3von3 3von3 3von3 3von3
Aktivitat
Bereiche

905 Naphthol-AS-D-Chloracetat der 3von3 3von3 3von3 3von3
Aktivitat

906 a-Naphthylacetat Identitat 3von3 3von3 3von3 3von3
™ _ Bereiche

903C TRIZMQaneiﬁaI;uffer der 3von3 3von3 3von3 3von3
Aktivitat
™ _ Bereiche

902C TRIZMtheZ't?a'ZUﬁer der 3von3 3von3 3von3 3von3
Aktivitat

MHS1 Mayer-Hamatoxylin-Losung Kerne 3von3 3von3 3von3 3von 3

2852 Saure Hamatoxylin-Lésung Kerne 3von 3 3von 3 3von 3 3 von 3
Bereiche

FBS25 Echtblausalz RR der 3von3 3von3 3von3 3von3
Aktivitat
Bereiche

9015 Echtkorinthsalz V der 3 von 3 3 von 3 3von3 3 von 3
Aktivitat
Bereiche

3861 Citratkonzentrat der 3von3 3von3 3von3 3von3
Aktivitat
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Warnungen und Gefahren

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

390A:

&®O®

H301 + H311 + H331 Giftig beim Verschlucken, bei Hautkontakt oder Einatmen.
H315 Verursacht Hautreizungen.

H317 Kann eine allergische Reaktion der Haut verursachen.

H318 Verursacht schwere Augenschaden.

H341 Steht im Verdacht, genetische Defekte zu verursachen.

H350 Kann Krebs erzeugen.

H410 Sehr giftig flr Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.

P273 Freisetzung in die Umwelt ist zu vermeiden.

P280 Tragen Sie Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz.

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

P302 + P352 + P312 BEI KONTAKT MIT DER HAUT: Mit viel Wasser waschen. Rufen Sie eine
GIFTNOTRUFZENTRALE/einen Arzt an, wenn Sie sich unwohl fihlen.

P304 + P340 + P311 BEIM EINATMEN: Bringen Sie die Person an die frische Luft und sorgen Sie
dafir, dass sie bequem atmen kann. Rufen Sie eine GIFTNOTRUFZENTRALE oder einen Arzt an.

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

Wenn wahrend der Verwendung dieses Gerats oder als Folge seiner Verwendung

ein schwerwiegender Zwischenfall eingetreten ist, melden Sie dies bitte dem
Hersteller und/oder seinem bevollméachtigten Vertreter sowie Ihrer nationalen
Behorde.

Symbol-Definitionen
Symbole gemaB der Definition in EN ISO 15223-1:2021
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Anweisungen fiir den Gebrauch
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Diagnosegerat

Verfallsdatum

Vorsicht

w
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1

Datum der Herstellung % Importeur
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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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Die neue Vorlage mit aktuellem Branding wurde angewandt. In Verwendungszweck und
VorsichtsmaBnahmen wurde die Nennung der gewerblichen Verwendung hinzugeftigt.
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Sigma-Aldrich.

Mode d’emploi

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

Procédure n° 90

ce MRRTK

Utilisation prévue

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

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

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

Réactifs

Diméthylformamide (réf. 9010-25ML)

Diméthylformamide, 100 %. Danger. Liquide et vapeurs inflammables. Peut étre nocif en cas
d‘ingestion. Nocif par contact cutané. Provoque une irritation cutanée légere. Provoque une sévére
irritation des yeux. Toxique par inhalation. Peut nuire au feetus. Se procurer les instructions

avant |'utilisation.

Ether monométhylique de I'éthyléne-glycol (réf. 9011-25ML)

2-méthoxyéthanol, 100 %. Danger. Liquide et vapeurs inflammables. Peut étre nocif en cas
d’ingestion. Nocif par contact cutané. Provoque une irritation cutanée légere. Provoque une sévere
irritation des yeux. Toxique par inhalation. Peut nuire a la fertilité ou au feetus. Se procurer les
instructions avant I'utilisation.

Naphtol AS-D chloroacétate (réf. 905-10CAP)
Naphtol AS-D chloroacétate, 20 mg/gélule.

a-naphtyle acétate (réf. 906-10CAP)

Naphtol AS-D chloroacétate, 20 mg/gélule. Danger. Provoque des lésions oculaires graves. Porter
des gants de protection/un équipement de protection des yeux/du visage. 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.

Tampon concentré TRIZMAL™ 6.3 (réf. 903C-50ML)
Maléate TRIZMA®, 200 mmol/I. Chloroforme ajouté comme conservateur.

Tampon concentré TRIZMAL™ 7.6 (réf. 902C-50ML)
Maléate TRIZMA®, 200 mmol/I. Chloroforme ajouté comme conservateur.

Solution d’hématoxyline de Mayer (réf. MHS1-100ML)
Hématoxyline, certifiée, CI 75290, 0,1 % (p/v) et stabilisateurs.

Solution d’hématoxyline acide (réf. 2852-100ML)
Hématoxyline, certifiée, CI 75290, 1 g/I et stabilisateurs, pH 3,3 a 25 °C.

Sel Fast Blue RR (réf. FBS25-10CAP)
Fast Blue, C.I. 37155. Gélules prépesées. Le poids réel par gélule varie en fonction de la pureté du
lot de colorant et a été optimisé par test.

Sel Fast Corinth V (réf. 9015-10CAP)

Sel Fast Corinth V, 18 a 22 mg/gélule. Danger. Nocif en cas d’ingestion. Nocif par contact cutané.
Nocif par inhalation. Peut provoquer le cancer. Se procurer les instructions avant |'utilisation. Porter
des gants de protection/des vétements de protection.

Citrate concentré (réf. 3861-20ML)

Tampon citrate, 0,38 mol/I, pH 5,4 lorsqu'il est dilué conformément a la procédure.

Matériel spécial requis mais non fourni

e Méthanol, absolu

e Acétone, de qualité réactif ou de qualité ACS

e Solution de fluorure de sodium (réf. 919-25ML) fluorure de sodium, 2 g/dl
Conservation et stabilité

Le diméthylformamide, I’éther monométhylique de I'éthyléne glycol, le tampon concentré
TRIZMAL™ 6.3, le tampon concentré TRIZMAL™ 7.6, la solution d’hématoxyline de Mayer et la
solution d’hématoxyline acide, sont conservés a température ambiante (entre 18 et 26 °C).

Le naphtol AS-D-chloroacétate, I'a-naphtyle acétate et le sel Fast Blue RR sont conservés a une
température inférieure a 0 °C.

Le sel Fast Corinth V et le citrate concentré sont conservés au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C).

Le naphtol AS-D-chloroacétate, I'a-naphtyle acétate, le sel Fast Blue RR et le sel Fast Corinth V sont
stables jusqu’a la date limite d’utilisation indiquée sur les étiquettes.

La solution de citrate diluée est stable pendant 1 semaine si elle est conservée hermétiquement
fermée a température ambiante (entre 18 et 26 °C).

Le tampon concentré TRIZMAL™ 6.3, le tampon concentré TRIZMAL™ 7.6 et le citrate concentré
peuvent étre utilisés en I'absence de croissance microbienne.

Fluorure de sodium, 2 g/dl. Conserver a température ambiante (entre 18 et 26 °C). Utilisé si la
« Procédure d'inhibition de I'a-naphtyle acétate estérase par le fluorure » est réalisée.

Détérioration
Jeter le diméthylformamide et I'éther monométhylique de I'éthyléne glycol s’ils changent de couleur
ou deviennent troubles.

La solution de tampon dilué TRIZMAL™ 6.3 et la solution de tampon dilué TRIZMAL™ 7.6 doivent
étre utilisées une fois puis jetées.

Jeter la solution d’hématoxyline de Mayer et la solution d’hématoxyline acide lorsque le temps
nécessaire pour obtenir une coloration adéquate dépasse de plus de 5 minutes le temps
recommandé dans la procédure.

Préparation

La solution de naphtol AS-D chloroacétate est préparée en dissolvant le contenu d’une (1) gélule
de naphtol AS-D chloroacétate dans 2 ml de diméthylformamide. Sortir 1 gélule du congélateur au
besoin. Préparer cette solution juste avant de Iutiliser.

La solution d’a-naphtyle acétate est préparée en dissolvant le contenu d’une (1) gélule d’a-naphtyle
acétate dans 2 ml d’éther monométhylique de I’éthyléne glycol. Sortir 1 gélule du congélateur au
besoin. Préparer cette solution juste avant de I'utiliser.

La solution de tampon dilué TRIZMAL™ 6.3 est préparée en mélangeant 1 volume de tampon
concentré TRIZMAL™ 6.3 avec 9 volumes d’eau déionisée. Le pH doit étre de 6,3 a 25 °C.

La solution de tampon dilué TRIZMAL™ 7.6 est préparée en mélangeant 1 volume de tampon
concentré TRIZMAL™ 7.6 avec 9 volumes d’eau déionisée. Le pH doit étre de 7,6 a 25 °C.

La solution d’hématoxyline de Mayer et la solution d’hématoxyline acide doivent étre filtrées avant
d’étre utilisées.

La solution de citrate diluée est préparée en diluant 1 volume de citrate concentré avec 9 volumes
d’eau déionisée. Le pH doit étre de 5,4 une fois diluée.

Fixateur a base de citrate-acétone-méthanol : ajouter 27 ml d’acétone de qualité ACS et 5 ml de
méthanol & 18 ml de solution de citrate diluée. Conserver hermétiquement fermée a température
ambiante (entre 18 et 26 °C). Jeter au bout de 8 heures.

Précautions

Les dispositifs médicaux de diagnostic in vitro inclus dans ces kits sont destinés a étre utilisés

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

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

Procédure

Prélevement des échantillons

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

Les frottis sanguins, les frottis médullaires, les empreintes tissulaires et les préparations obtenues
par cytocentrifugation peuvent étre utilisés a la fois avec I'a-naphtyle acétate estérase et la

naphtol AS-D chloroacétate estérase. L'EDTA ou I'héparine serviront d’anticoagulants.® Les tissus
congelés et inclus en paraffine peuvent étre utilisés avec la naphtol AS-D chloroacétate estérase.
L'a-naphtyle acétate estérase peut étre utilisée avec succes sur des coupes de tissus congelés.!®
Les frottis sanguins ou médullaires peuvent étre conservés fixés a température ambiante (entre 18
et 26 °C) pendant plusieurs semaines ou non fixés pendant plusieurs jours sans aucun changement
notable de I'activité.>® Ne pas expédier le sang total a analyser vers d’autres laboratoires. Envoyer
soit des lames fixées soit des lames non fixées. Les lames doivent étre conservées au frais pendant
le transport. Laisser les frottis sécher au moins 1 heure avant de les fixer.

Remarques

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

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

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

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

Procédures

Procédure de détection de la naphtol AS-D chloroacétate estérase

1. Fixer les lames pendant 1 minute dans le fixateur a base de citrate-acétone-méthanol a
température ambiante (entre 18 et 26 °C).

2. Les laver soigneusement a |'eau déionisée et les laisser sécher a I'air libre pendant au moins
20 minutes.

3. A 50 ml de solution de tampon dilué TRIZMAL™ 6.3, PRECHAUFFEE & 37 °C, ajouter, en
mélangeant constamment, le contenu d’une (1) gélule de sel Fast Corinth V.

4. Lorsque le sel est complétement dissous dans le tampon, ajouter 2 ml de solution de
naphtol AS-D chloroacétate. La solution sera assez trouble.

5. Continuer a mélanger pendant 15 a 30 secondes, puis verser dans une cuve a coloration de
Coplin. NE PAS FILTRER.

6. Placer les échantillons dans la solution de coloration (de I'étape 5) et laisser incuber a 37 °C
pendant 5 minutes.
REMARQUE : PROTEGER DE LA LUMIERE.

7. Retirer les lames de la solution de coloration et les laver dans de I'eau déionisée pendant
3 minutes. Jeter la solution de coloration.
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8. Sinécessaire, contre-colorer dans la solution d’hématoxyline acide pendant 5 a 10 minutes et laver
a I'eau du robinet.
9. Laisser les lames sécher a Iair libre puis les examiner au microscope. S'il est nécessaire de monter
les lames avec des lamelles couvre-objet, utiliser uniguement un milieu de montage aqueux.
Procédure de détection de I'a-naphtyle acétate estérase
1. Fixer les lames dans le fixateur a base de citrate-acétone-méthanol a température ambiante
(entre 18 et 26 °C) pendant 1 minute.
2. Les laver soigneusement a |'eau déionisée et les laisser sécher a I'air libre pendant au moins
20 minutes.
3. A 50 ml de solution de tampon dilué TRIZMAL™ 7.6, PRECHAUFFEE & 37 °C, ajouter, en
mélangeant constamment, le contenu d’une (1) gélule de sel Fast Blue RR.
4. Lorsque le sel est complétement dissous dans le tampon, ajouter 2 ml de solution d’a-naphtyle
acétate. La solution sera jaune et légérement trouble.
5. Continuer a mélanger pendant 15 a 20 secondes, puis verser dans une cuve a coloration de Coplin.
NE PAS FILTRER.
6. Placer les échantillons dans la solution de coloration (de I’é‘tape 5) et laisser incuber a 37 °C
pendant 30 minutes. REMARQUE : PROTEGER DE LA LUMIERE.
7. Retirer les lames de la coloration et les laver pendant 3 minutes dans de I'eau déionisée. Jeter la
solution de coloration.
8. Si nécessaire, contre-colorer pendant 5 a 10 minutes dans la solution d’hématoxyline de Mayer et
laver & I'eau du robinet.
9. Laisser les lames sécher a l'air libre puis les examiner au microscope. S'il est nécessaire de monter
les lames avec des lamelles couvre-objet, utiliser uniguement un milieu de montage aqueux.
Procédure de double coloration des estérases
1. Réaliser le test de détection de I'a-naphtyle acétate estérase comme décrit dans la procédure.
Ne pas contre-colorer.
2. Rincer les lames pendant 5 minutes dans de I'eau déionisée.
3. Réaliser le test de détection de la naphtol AS-D chloroacétate estérase comme décrit aux étapes 3
a 9 de la procédure.

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

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

1. Fixer les lames dans le fixateur a base de citrate-acétone-méthanol pendant 1 minute a
température ambiante (entre 18 et 26 °C).

2. Les laver soigneusement a |'eau déionisée et les laisser sécher a I'air libre pendant au moins
20 minutes.

3. Etiqueter 2 béchers A et B et ajouter les solutions suivantes :

Bécher A Bécher B
Tampon dilué TRIZMAL™ 7.6 préchauffé a 37 °C 50 ml 50 ml
Ajouter le Fast Blue RR en mélangeant constamment 1 gélule* 1 gélule*
Solution d’a-naphtyle acétate 2ml 2ml
Solution de fluorure de sodium - 2ml

* Contenu d’une (1) gélule

4. Bien mélanger et verser dans des cuves a coloration de Coplin étiquetées A et B.
5. Procéder comme décrit aux étapes 6 a 9 de la procédure de détection de I'a-naphtyle acétate estérase.

Caractéristiques de performance

Méthode de détermination du score

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

Tableau 1. Caractéristiques de détermination du score

Score des cellules Intensité de la coloration Interprétation

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

Résultats

Naphtol AS-D chloroacétate estérase

Cette enzyme est habituellement considérée comme étant spécifique des cellules de la lignée
granulocytaire. Les cellules doivent présenter des granulations rouges. L'activité est faible ou absente
dans les monocytes et les lymphocytes.

a-naphtyle acétate estérase

Dans les conditions du test (pH 7,6), cette enzyme est détectée principalement dans les monocytes, les
macrophages et les histiocytes, et est pratiquement absente des granulocytes. Les monocytes doivent
présenter des granulations noires. Les lymphocytes peuvent parfois présenter une activité.

a-naphtyle acétate estérase avec inhibition par le fluorure

Toutes les cellules de la lignée monocytaire seront négatives pour I'activité enzymatique, a I'exception
des histiocytes différenciés ou des macrophages spécialisés dans les tissus qui peuvent également étre
résistants au fluorure de sodium.1°

Double coloration des estérases

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

La réactivité cellulaire attendue des tests de détection de I'activité des estérases est résumée dans le
Tableau 2.

Tableau 2. Réactions cytochimiques des cellules du sang

Naphtol AS-D a-naphtyle acétate
Type de cellules chloroacétate estérase estérase
Myéloblastes + +
Promyélocytes + +
Neutrophiles + -
Eosinophiles — —
Basophiles + —
Monocytes - +
Lymphocytes - +
Lymphoblastes — +
Mégacaryocytes — +
Erythroblastes - +
Plasmocytes - +
Mastocytes + —
Tricholeucocytes — +
Histiocytes + +

Le systéme composant les réactifs doit &tre contr6lé en utilisant des lames de contrble positives et
négatives. Des lames de contréle positives peuvent étre préparées a partir de lignées cellulaires
spécifiques dont la positivité est connue.

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

Des lames de patients négatifs connus peuvent étre utilisées comme contrdle négatif. Si aucune lame
de ce type n’est disponible, la coloration d’un échantillon dans un mélange d’incubation sans ajout

du substrat donnera les résultats souhaités. Toutefois, I'utilisation de la premiére option est vivement
recommandée.

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

Caractéristiques de performance analytique

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

Réf. Description du Cible Spécificité  Sensibilité Spécificité Sensibilité
produit intra-série intra-série inter-séries inter-séries
9010  Diméthylformamide 4SS . 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Ether Sites
9011 monométhylique de dractivité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
I’éthylene-glycol
Naphtol AS-D Sites
905 chloroacétate d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
906 a-naphtyle acétate Identité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Tampon concentré Sites
903C TRIZMAL™ 6.3 d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Tampon concentré Sites
902C TRIZMAL™ 7.6 dractivité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution
MHS1 d’hématoxyline Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
de Mayer
Solution
2852 d’hématoxyline acide Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
FBS25  SelFastBlueRR 4 SNeS . 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
9015  SelFastCorinth vV 4 S€* . 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
X . Sites
3861 Citrate concentré dractivité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3

Avertissements et risques

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

390A:

SSO®

H301 + H311 + H331 Toxique en cas d’ingestion, par contact cutané ou par inhalation.

H315 Provoque une irritation cutanée.

H317 Peut provoquer une allergie cutanée.

H318 Provoque des Iésions oculaires graves.

H341 Susceptible d’induire des anomalies génétiques.

H350 Peut provoquer le cancer.

H410 Trés toxique pour les organismes aquatiques, entraine des effets néfastes a long terme.
P273 Eviter le rejet dans I'environnement.

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

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

P302 + P352 + P312 EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU : laver abondamment a |'eau. Appeler un
CENTRE ANTIPOISON ou un médecin en cas de malaise.

P304 + P340 + P311 EN CAS D'INHALATION : transporter la personne a l'extérieur et la maintenir dans
une position ou elle peut confortablement respirer. Appeler un CENTRE ANTIPOISON ou un médecin.

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.
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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

“ Fabricant

Référence catalogue

Consulter le mode d’emploi Numéro du lot

Représentant agréé dans la Déclaration de conformité de
Communauté européenne/ I'Union européenne (définie dans

(4
I’lUnion européenne c E le réglement 2017/746 relatif aux

dispositifs médicaux de diagnostic

in vitro)
. P Dispositif médical de diagnostic
g Date limite d’utilisation in vitro
,}’ Limites de température A Attention
&] Date de fabrication @ Importateur

Indique le représentant agréé
CH .
[cH [REP| [ G icse
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Coordonnées

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

Historique des révisions

Rév. 4.0 2014
Rév. 5.0 2016
Rév. 6.0 2023

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

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

Procedura n. 90

ce MRRTK

Uso previsto

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

AS-D cloroacetato esterasi e a-naftil acetato esterasi sono destinati soltanto alla "diagnostica

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

Le esterasi cellulari sono ubiquitarie e rappresentano apparentemente una serie di enzimi che
agiscono su substrati selezionati. In condizioni di reazione definite, potrebbe essere possibile
determinare le cellule emopoietiche, utilizzando substrati specifici per esterasi. I metodi descritti
consentono di differenziare i granulociti dai monociti.!®

Per eseguire il test, incubare gli strisci ematici e midollari o le preparazioni per apposizione di
tessuti con naftolo AS-D cloroacetato o a-naftil acetato in presenza di un sale di diazonio stabile.
L'idrolisi enzimatica di legami estere libera composti di naftolo liberi, che si legano con il sale di
diazonio, formando depositi altamente colorati nelle sedi di attivita enzimatica.

Reagenti

Dimetilformammide (N. di cat. 9010-25 ML)

Dimetilformammide, pericolo al 100%. Liquido e vapore infiammabili. Pud essere nocivo in caso
di ingestione. Nocivo a contatto con la pelle. Provoca una lieve irritazione cutanea. Provoca grave
irritazione oculare. Tossico se inalato. Puo nuocere al feto. Procurarsi istruzioni specifiche prima
dell'uso.

Monometiletere del glicol etilenico (N. di cat. 9011-25ML)

2-metossietanolo. Pericolo al 100%. Liquido e vapore infiammabili. Puo essere nocivo in caso di
ingestione. Nocivo a contatto con la pelle. Provoca una lieve irritazione cutanea. Provoca grave
irritazione oculare. Tossico se inalato. Puo nuocere alla fertilita o al feto. Procurarsi istruzioni
specifiche prima dell'uso.

Naftolo AS-D cloroacetato (N. di cat. 905-10CAP)
Naftolo AS-D cloroacetato, 20 mg/capsula.

a-naftil acetato (N. di cat. 906-10CAP)

Naftolo AS-D cloroacetato, 20 mg/capsula. Pericolo. Provoca gravi lesioni oculari. Indossare
guanti protettivi/proteggere gli occhi/il viso. 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.

TRIZMAL™ 6.3 Buffer Concentrate (N. di cat. 903C-50ML)
TRIZMA® maleato, 200 mmol/I, cloroformio aggiunto come conservante.

TRIZMAL™ 7.6 Buffer Concentrate (N. di cat. 902C-50ML)
TRIZMA® maleato, 200 mmol/I, cloroformio aggiunto come conservante.

Soluzione di ematossilina di Mayer (N. di cat. MHS1-100ML)
Ematossilina certificata, C.I. 75290, 0,1% (p/v) e stabilizzanti.

Soluzione di ematossilina acida (N. di cat. 2852-100ML)
Ematossilina certificata, C.I. 75290, 1 g/| e stabilizzanti, pH 3,3 a 25 °C.

Sale Fast Blue RR (N. di cat. FBS25-10CAP)
Fast Blue, C.I. 37155. Capsule prepesate. Il peso effettivo per capsula varia in base alla purezza del
lotto di colorante ed & stato ottimizzato mediante saggio.

Sale Fast Corinth V (N. di cat. 9015-10CAP)

Sale Fast Corinth V, 18-22 mg/capsula. Pericolo. Nocivo se ingerito. Nocivo a contatto con la pelle.
Nocivo se inalato. Puo provocare il cancro. Procurarsi istruzioni specifiche prima dell'uso. Indossare
guanti/indumenti protettivi.

Concentrato di citrato (N. di cat. 3861-20ML)
Tampone citrato, 0,38 mol/I, pH 5,4 se diluito secondo le modalita previste dalla procedura

Materiali specifici necessari, ma non forniti in dotazione

e Etanolo, assoluto

e Acetone, reagente grado ACS

e Soluzione di fluoruro di sodio (N. di cat. 919-25 ML) Fluoruro di sodio, 2 g/dI
Conservazione e stabilita

Conservare la dimetilformammide, il monometiletere del glicol etilenico, TRIZMAL™ 6.3 Buffer
Concentrate, TRIZMAL™ 7.6 Buffer Concentrate, la soluzione di ematossilina di Mayer e la soluzione
di ematossilina acida a temperatura ambiente (18-26 °C).

Conservare il naftolo AS-D cloroacetato, I'a-naftil acetato e il sale Fast Blue RR a temperatura
inferiore a 0 °C.

Conservare il sale Fast Corinth V e il concentrato di citrato in frigorifero (2-8 °C).

Il naftolo AS-D cloroacetato, I'a-naftil acetato, il sale Fast Blue RR e il sale Fast Corinth V sono
stabili fino alla data di scadenza indicata in etichetta.

La soluzione di citrato diluita & stabile per 1 settimana se conservata ben chiusa a temperatura
ambiente (18-26 °C).

TRIZMAL™ 6.3 Buffer Concentrate, TRIZMAL™ 7.6 Buffer Concentrate e il concentrato di citrato
sono idonei per l'uso in assenza di crescita microbica.

Fluoruro di sodio, 2 g/dl. Conservare a temperatura ambiente (18-26 °C). Utilizzato se si esegue la
"Procedura per a-naftil acetato esterasi e inibizione con fluoruro".

Deterioramento
Scartare la dimetilformammide e il monometiletere del glicol etilenico se appaiono colorati o torbidi.

Usare le soluzioni tampone per diluizione TRIZMAL™ 6.3 e TRIZMAL™ 7.6 una sola volta e poi
scartarle dopo Il'uso.

Scartare la soluzione di ematossilina di Mayer e la soluzione di ematossilina acida quando il tempo
per ottenere una colorazione idonea & piu lungo di oltre 5 minuti rispetto a quello raccomandato
nella procedura.

Preparazione

Per preparare la soluzione di naftolo AS-D cloroacetato, sciogliere il contenuto di 1 capsula di
naftolo AS-D cloroacetato in 2 ml di dimetilformammide. Prelevare 1 capsula dal congelatore
secondo necessita. Preparare immediatamente prima dell'uso.

Per preparare la soluzione di a-naftil acetato, sciogliere il contenuto di 1 capsula di a-naftil
acetato in 2 ml di monometiletere del glicol etilenico. Prelevare 1 capsula dal congelatore secondo
necessita. Preparare immediatamente prima dell'uso.

Per preparare la soluzione tampone diluita TRIZMAL™ 6.3, diluire 1 volume di TRIZMAL™ 6.3 Buffer
Concentrate con 9 volumi di acqua deionizzata. Il pH deve essere 6,3 a 25 °C.

Per preparare la soluzione tampone diluita TRIZMAL™ 7.6, diluire 1 volume di TRIZMAL™ 7.6 Buffer
Concentrate con 9 volumi di acqua deionizzata. Il pH deve essere 7,6 a 25 °C.

Filtrare la soluzione di ematossilina di Mayer e la soluzione di ematossilina acida prima dell'uso.

Per preparare la soluzione di citrato diluita, diluire 1 volume di concentrato di citrato con 9 volumi di
acqua deionizzata. pH 5,4 se diluito.

Fissativo a base di citrato-acetone-metanolo: versare 27 ml di acetone di grado ACS e 5 ml di
metanolo in 18 ml di soluzione di citrato diluita. Conservare ben chiuso a temperatura ambiente
(18-26 °C). Scartare dopo 8 ore.

Precauzioni

Gli IVD inclusi in questi kit sono destinati alla diagnostica in vitro in un ambiente di laboratorio
clinico. Questi IVD sono destinati esclusivamente all'uso professionale da parte di personale
qualificato. Gli IVD Sigma-Aldrich devono essere utilizzati da personale di laboratorio addestrato
alla manipolazione di campioni biologici umani potenzialmente infettivi, come anche all'uso di
microscopi e altre apparecchiature di laboratorio, che abbia la percezione del colore e 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.

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

Note

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

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

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

Procedure

Procedura per naftolo AS-D cloroacetato esterasi

1. Fissare i vetrini in fissativo a base di citrato-acetone-metanolo per 1 minuto, a temperatura
ambiente (18-26 °C).

2. Lavare accuratamente con acqua deionizzata e asciugare all'aria per almeno 20 minuti.

3. Versare il contenuto di 1 capsula di sale Fast Corinth V in 50 ml di soluzione tampone diluita
TRIZMAL™ 6.3, PRERISCALDATA A 37 °C, mantenendo la miscela in costante agitazione.

4. Una volta che il sale si € completamente disciolto nel tampone, aggiungere 2 ml di soluzione
di naftolo AS-D cloroacetato. La soluzione apparira piuttosto torbida.

5. Continuare a mescolare per 15-30 secondi, quindi versare nella vaschetta tipo Coplin.
NON FILTRARE.

6. Immergere i campioni nella soluzione colorante (ottenuta nel punto 5) e incubare a 37 °C per
5 minuti.
NOTA: TENERE AL RIPARO DALLA LUCE.

7. Prelevare i vetrini dalla soluzione colorante e lavarli con acqua deionizzata per 3 minuti.
Scartare la soluzione colorante.

8. Volendo, controcolorare con soluzione di ematossilina acida per 5-10 minuti e lavare con
acqua corrente.

9. Asciugare all'aria i vetrini ed esaminarli al microscopio. Se & necessario applicare vetrini
coprioggetto, utilizzare solo un mezzo di montaggio acquoso.
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Procedura per a-naftil acetato esterasi
1. Fissare i vetrini in fissativo a base di citrato-acetone-metanolo per 1 minuto a temperatura
ambiente (18-26 °C).
2. Lavare accuratamente con acqua deionizzata e asciugare all'aria per almeno 20 minuti.
3. Versare il contenuto di 1 capsula di sale Fast Blue RR in 50 ml di soluzione tampone diluita
TRIZMAL™ 7.6, PRERISCALDATA A 37 °C, mantenendo la miscela in costante agitazione.
4. Una volta che il sale si & completamente disciolto nel tampone, aggiungere 2 ml di soluzione di
a-naftil acetato. La soluzione apparira gialla e leggermente torbida.
5. Continuare a mescolare per 15-20 secondi, quindi versare nella vaschetta tipo Coplin. NON
FILTRARE.
6. Immergere i campioni nella soluzione colorante (ottenuta al punto 5) e incubare a 37 °C per
30 minuti. NOTA: TENERE AL RIPARO DALLA LUCE.
7. Prelevare i vetrini dalla soluzione colorante e lavarli con acqua deionizzata per 3 minuti. Scartare la
soluzione colorante.
8. Volendo, controcolorare con soluzione di ematossilina di Mayer per 5-10 minuti e lavare con
acqua corrente.
9. Asciugare all'aria i vetrini ed esaminarli al microscopio. Se & necessario applicare vetrini
coprioggetto, utilizzare solo un mezzo di montaggio acquoso.
Procedura per l'esterasi con doppia colorazione

1. Eseguire il test per a-naftil acetato esterasi come descritto nella sezione Procedura. Non controcolorare.
2. Sciacquare i vetrini con acqua deionizzata per 5 minuti.

3. Eseguire il test per naftolo AS-D cloroacetato esterasi come descritto nei punti 3-9 della Procedura.
Procedura per a-naftil acetato esterasi e inibizione con fluoruro
Sebbene I'a-naftil acetato esterasi si trovi principalmente nelle cellule della linea monocitica quando
eseguita come descritto, va precisato che i megacariociti e i precursori eritroidi sono positivi per
questo enzima.!'* Anche i linfociti e alcuni granulociti maturi rivelano una positivita occasionale.® Per
differenziare definitivamente queste cellule dai monociti, il sistema di incubazione include il fluoruro di
sodio. L'enzima rilasciato dai monociti viene inattivato in presenza di questo composto.!? Per eseguire il
test di inibizione con fluoruro € possibile utilizzare la seguente procedura.

1. Fissare i vetrini in fissativo a base di citrato-acetone-metanolo per 1 minuto a temperatura
ambiente (18-26 °C).

2. Lavare accuratamente con acqua deionizzata e asciugare all'aria per almeno 20 minuti.

3. Contrassegnare due becher con un'etichetta riportante rispettivamente A e B e procedere

come segue:
Becher A Becher B

TRIZMAL™ 7.6 Dilute Buffer preriscaldato 50 mi 50 ml
a37°C
Aggiungere Fast Blue RR, mantenendo la 1 capsula* 1 capsula*
miscela in costante agitazione
Soluzione di a-naftil acetato 2ml 2ml
Soluzione di fluoruro di sodio - 2ml

*Contenuto di 1 capsula

4. Mescolare bene e versare nelle vaschette tipo Coplin etichettate A e B.
5. Procedere come descritto ai punti 6-9 della Procedura per a-naftil acetato esterasi.

Caratteristiche prestazionali

Metodo di valutazione

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

Le conclusioni si concentrano sulla relativa presenza o assenza di colorazione.

Tabella 1. Caratteristiche del punteggio

Valutazione Intensita della Interpretazione

per cellula colorazione
0+ Ness. —
1+ Da debole a moderata +
2+ Da moderata a forte +
3+ Forte +
4+ Brillante +

Risultati

Naftolo AS-D cloroacetato esterasi

Quest'enzima si considera in genere specifico per le cellule della linea granulocitica. Le cellule
dovrebbero evidenziare una granulazione di colore rosso. L'attivita & debole o assente nei monociti e
linfociti.

a-naftil acetato esterasi

Nelle condizioni del test (pH 7,6), questo enzima si rileva principalmente nei monociti, macrofagi
e istiociti, mentre & praticamente assente nei granulociti. I monociti dovrebbero evidenziare una
granulazione di colore nero. I linfociti possono talvolta esibire attivita.

a-naftil acetato esterasi e inibizione con fluoruro

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

Esterasi con doppia colorazione

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

Nella Tabella II & riassunta la reattivita cellulare attesa dei test per |'attivita esterasica.

Tabella II. Reazioni citochimiche delle cellule ematiche

Tipo di cellula Naftolo AS-D . a-naftil acetato esterasi
cloroacetato esterasi
Mieloblasti + +
Promielociti + +
Neutrofili + —

Eosinofili — —

Tipo di cellula Naftolo AS-D . a-naftil acetato esterasi
cloroacetato esterasi
Basofili + —
Monociti — +
Linfociti - +
Linfoblasti - +
Megacariociti — +
Eritroblasti - +
Plasmacellule - +
Mastociti + —
Cellule capellute — +
Istiociti + +

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

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

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

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

Caratteristiche di prestazione analitica

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

N.di  Descrizione del Target Specificita Sensibilita Specificita Sensibilita
cat. prodotto intra_- intra\_- intel:— intel:—
Dimetilformam- Sedi di
9010 mide Attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
Monometiletere Sedi di
9011 e glicol etilenico attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
Naftolo AS-D Sedi di
905 cloroacetato attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
906 a-naftil acetato Identita 3su3 3su3 3su3 3su3
TRIZMAL™ 6.3 Sedi di
903C  Byffer Concentrate  attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
TRIZMA® 7.6 Sedi di
902C Buffer Concentrate attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
Soluzione di
MHS1 ematossilina di Nuclei 3su3 3su3 3su3 3su3
Mayer
Soluzione di .
2852 ematossilina acida Nuclei 3su3 3su3 3su3 3su3
Sedi di
FBS25 Sale Fast Blue RR Attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
. Sedi di
9015 Sale Fast Corinth V attivita 3su3 3su3 3su3 3su3
Concentrato di Sedi di
3861 citrato Attivita 3su3 3su3 3su3 3su3

Avvertenze e pericoli

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

390A:

LSOOG

H301 + H311 + H331 Tossico se ingerito, a contatto con la pelle o se inalato.
H315 Provoca irritazione cutanea.

H317 Puo provocare una reazione cutanea allergica.

H318 Provoca gravi lesioni oculari.

H341 Sospettato di provocare alterazioni genetiche.

H350 Puo provocare il cancro.

H410 Molto tossico per gli organismi acquatici con effetti di lunga durata.
P273 Non disperdere nell'ambiente.

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

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

P302 + P352 + P312 IN CASO DI CONTATTO CON LA PELLE: lavare abbondantemente con acqua.
In presenza di malessere, contattare un CENTRO ANTIVELENI/un medico.

P304 + P340 + P311 IN CASO DI INALAZIONE: trasportare I'infortunato all'aria aperta e mantenerlo
a riposo in posizione che favorisca la respirazione. Contattare un CENTRO ANTIVELENI/un medico.

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

Se durante I'utilizzo di questo dispositivo, o a seguito di questo, si & verificato un
grave incidente, segnalarlo al fabbricante e/o al suo rappresentante autorizzato e
alla propria autorita nazionale.
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Definizioni dei simboli
Simboli da usare in conformita con la norma EN ISO 15223-1:2021

Fabbricante Numero di catalogo

Consultare le istruzioni per I'uso Codice del lotto

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

Mandatario nella Comunita C €
europea/Unione europea

m Dispositivo medico-diagnostico

Data di scadenza S
in vitro

Data di fabbricazione

Limite di temperatura A Attenzione

Importatore

E Mandatario in Svizzera
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Recapiti
Per effettuare un ordine, visitare il nostro sito web all'indirizzo SigmaAldrich.com. Per il servizio

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

Instrucciones de uso

Kit de acetato de a-naftil leucocitario (es-
terasa no especifica) y cloroacetato de naftol
AS-D leucocitario (esterasa especifica)

Procedimiento n.° 90

ce MRRTK

Uso previsto

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

a-naftil acetato esterasa y de naftol AS-D cloracetato esterasa se destinan exclusivamente a

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

Las esterasas celulares son ubicuas y parecen representar una serie de enzimas diferentes que
actlan sobre sustratos seleccionados. En condiciones de reaccion definidas, puede ser posible
determinar los tipos de células hemopoyéticas, utilizando sustratos especificos de esterasas.
Los métodos descritos proporcionan medios para distinguir los granulocitos de los monocitos.!8

Para realizar la prueba, se incuba la sangre, las laminas de médula dsea o las preparaciones de
improntas citoldgicas de tejido con cloroacetato de naftol AS-D o a-naftil acetato en presencia
de una sal de diazonio estable. La hidrdlisis enzimatica de los enlaces éster libera compuestos de
naftol libres. Estos se acoplan con la sal de diazonio, formando depdsitos muy coloreados en los
lugares de actividad de la enzima.

Reactivos

Dimetil formamida (N.° de cat. 9010-25ML)

Dimetil formamida, 100 % de peligro. Liquido y vapores inflamables. Puede ser nocivo en caso de
ingestion. Nocivo en contacto con la piel. Provoca una leve irritacion cutdnea. Provoca irritacion
ocular grave. Téxico si se inhala. Puede dafiar al feto. Obtener instrucciones especiales antes de
SU UsO.

Eter monometilico de etilenglicol (N.° de cat. 9011-25ML)

2-metoxietanol, 100 % de peligro. Liquido y vapores inflamables. Puede ser nocivo en caso

de ingestion. Nocivo en contacto con la piel. Provoca una leve irritacién cutanea. Provoca
irritacion ocular grave. Toxico si se inhala. Puede perjudicar la fertilidad o dafiar al feto. Obtener
instrucciones especiales antes de su uso.

Cloroacetato de naftol AS-D (N.° de cat. 905-10CAP)
Cloroacetato de naftol AS-D, 20 mg/cap.

a-naftil acetato (N.° de cat. 906-10CAP)

Cloroacetato de naftol AS-D, 20 mg/cap. Peligro. Provoca lesiones oculares graves. Usar
guantes/equipo de proteccién para los ojos/la cara. EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS:
Enjuagar con agua cuidadosamente durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y
resulta facil. Seguir enjuagando.

Concentrado de solucién amortiguadora TRIZMAL™ 6.3 (N.° de cat. 903C-50ML)
TRIZMA® maleato, 200 mmol/I, cloroformo afiadido como conservante

Concentrado de solucién amortiguadora TRIZMAL™ 7.6 (N.° de cat. 902C-50ML)
TRIZMA® maleato, 200 mmol/I, cloroformo afiadido como conservante

Solucion de hematoxilina de Mayer (N.° de cat. MHS1-100ML)
Hematoxilina, certificada, CI 75290, al 0,1 % (p/v), y estabilizadores

Solucion de hematoxilina acida (N.° de cat. 2852-100ML)
Hematoxilina, certificada, CI 75290, 1 g/I, y estabilizadores, pH 3,3 a 25 °C.

Sal Fast Blue RR (N.° de cat. FBS25-10CAP)
Fast Blue, C.I. 37155. Céapsulas prepesadas. El peso real por capsula variara en funcién de la
pureza del lote de tinte y ha sido optimizado por ensayo.

Sal Fast Corinth V (N.° de cat. 9015-10CAP)

Sal Fast Corinth V, 18-22 mg/cap. Peligro. Nocivo en caso de ingestién. Nocivo en contacto con la
piel. Nocivo si se inhala. Puede provocar céncer. Obtener instrucciones especiales antes de su uso.
Usar guantes/ropa de proteccion.

Concentrado de citrato (N.° de cat. 3861-20ML)
Solucion amortiguadora de citrato, 0,38 mol/l, pH 5,4 cuando se diluye segln el procedimiento

Material especial necesario pero no suministrado

e Metanol, absoluto

e Acetona, reactivo ACS

e Solucién de fluoruro de sodio (N.© de cat. 919-25ML), Fluoruro de sodio, 2 g/dl
Almacenamiento y estabilidad

La dimetilformamida, el monometiléter de etilenglicol, el concentrado de amortiguador
TRIZMAL™ 6.3, el concentrado de amortiguador TRIZMAL™ 7.6, la solucién de hematoxilina de
Mayer y la solucion de hematoxilina &cida, se almacenan a temperatura ambiente (18-26 °C).

El cloroacetato de naftol AS-D, el a-naftil acetato y la sal Fast Blue RR se almacenan por debajo
de 0 °C.

La sal Fast Corinth V y el concentrado de citrato se almacenan refrigerados (2-8 °C).

El cloroacetato de naftol AS-D, el a-naftil acetato, la sal Fast Blue RR y la sal Fast Corinth V son
estables hasta la fecha de caducidad indicada en las etiquetas.

La solucién diluida de citrato es estable durante 1 semana si se almacena bien tapada a
temperatura ambiente (18-26 °C).

El concentrado de amortiguador TRIZMAL™ 6.3, el concentrado de amortiguador TRIZMAL™ 7.6 y
el concentrado de citrato son adecuados para su uso en ausencia de crecimiento microbiano.

Fluoruro de sodio, 2 g/dl. Almacenar a temperatura ambiente (18-26 °C). Se utiliza si se realiza el
“Procedimiento de inhibicion de a-naftil acetato esterasa con fluoruro”.

Deterioro
Desechar la dimetilformamida y el monometiléter de etilenglicol si estan coloreados o turbios.

Solucién amortiguadora diluida TRIZMAL™ 6.3 y Solucién amortiguadora diluida TRIZMAL™ 7.6
deben utilizarse una vez y luego desecharse.

Desechar la solucién de hematoxilina de Mayer y la solucion de hematoxilina acida cuando el tiempo
necesario para una tincion adecuada supere en mas de 5 minutos el tiempo recomendado en
el procedimiento.

Preparacion

La solucién de cloroacetato de naftol AS-D se prepara disolviendo el contenido de 1 capsula de
cloroacetato de naftol AS-D en 2 ml de dimetilformamida. Sacar 1 capsula del congelador cuando
sea necesario. Preparar inmediatamente antes de su uso.

La solucién de acetato de a-naftilo se prepara disolviendo el contenido de 1 cépsula de
a-naftil acetato en 2 ml de éter monometalico de etilenglicol. Sacar 1 cépsula del congelador
cuando sea necesario. Preparar inmediatamente antes de su uso.

La solucién amortiguadora diluida TRIZMAL™ 6.3 se prepara mezclando 1 volumen de concentrado
de solucion amortiguadora TRIZMAL™ 6.3 con 9 volumenes de agua desionizada. El pH debe ser
de 6,3 a 25 °C.

La solucién amortiguadora diluida TRIZMAL™ 7.6 se prepara mezclando 1 volumen de concentrado
de solucién amortiguadora TRIZMAL™ 7.6 con 9 volimenes de agua desionizada. El pH debe ser
de 7,6 a 25 °C.

La solucién de hematoxilina de Mayer y la de hematoxilina acida deben filtrarse antes de su uso.

La solucidn diluida de citrato se prepara diluyendo 1 parte de concentrado de citrato con 9 partes
de agua desionizada. El pH de la dilucién es 5,4.

Fijador de citrato-acetona-metanol: A 18 ml de solucion diluida de citrato, afiadir 27 ml de acetona
de grado ACS y 5 ml de metanol. Almacenar bien cerrado a temperatura ambiente (18-26 °C).
Desechar después de 8 horas.

Precauciones

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

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

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

Procedimiento

Recogida de la muestra

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

La sangre, las laminas de médula dsea, las preparaciones tisulares y las preparaciones de
citocentrifuga pueden utilizarse tanto con la a-naftil acetato esterasa como con la naftol AS-D
cloroacetato esterasa. El EDTA o la heparina serviran como anticoagulante.® Los tejidos congelados
e incluidos en parafina pueden utilizarse con naftol AS-D cloroacetato esterasa. La a-naftil acetato
esterasa puede utilizarse con éxito en secciones de tejido congeladas. Las laminas de sangre o
de médula 6sea pueden almacenarse fijadas a temperatura ambiente (18-26 °C) durante varias
semanas o sin fijar durante varios dias sin que se produzcan cambios apreciables en la actividad.>®
No enviar sangre entera para su analisis en otros laboratorios. Enviar portaobjetos fijados o no
fijados. Los portaobjetos deben mantenerse frescos durante el transporte. Dejar que las laminas se
sequen al menos 1 hora antes de la fijacion.

Notas

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

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

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

Procedimientos

Procedimiento de cloroacetato-esterasa de naftol AS-D
1. Fijar los portaobjetos durante 1 minuto en fijador de citrato-acetona-metanol a temperatura

ambiente (18-26 °C).

2. Lavar a fondo con agua desionizada y secar al aire por lo menos 20 minutos.

3. A 50 ml de solucién amortiguadora diluida TRIZMAL™ 6.3, PRECALENTADA A 37 °C, afiadir
con agitacion constante, el contenido de 1 capsula de sal Fast Corinth V.

4. Cuando la sal esté completamente disuelta en la soluciéon amortiguadora, afiadir 2 ml de

solucién de cloroacetato de naftol AS-D. La solucidn aparecerd bastante turbia.

Seguir mezclando durante 15-30 segundos y afadir al frasco Coplin. NO FILTRAR.

6. Colocar las muestras en la solucion de tincidn (del paso 5) e incubar a 37 °C durante
5 minutos.
NOTA: PROTEGER DE LA LUZ.

7. Retirar los portaobjetos del colorante y lavar en agua desionizada durante 3 minutos.
Desechar la solucién de tincion.

8. Silo desea, realizar una contratincion en solucién de hematoxilina acida durante 5-10 minutos
y lavar con agua del grifo.

9. Secar al aire los portaobjetos y evaluar al microscopio. Si se requiere un cubreobjetos, utilizar
Unicamente un medio de montaje acuoso.

3]
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Procedimiento de la a-naftil acetato esterasa
1. Fijar los portaobjetos en fijador de citrato-acetona-metanol durante 1 minuto a temperatura
ambiente (18-26 °C).
2. Lavar a fondo con agua desionizada y secar al aire por lo menos 20 minutos.
3. A 50 ml de solucién amortiguadora diluida TRIZMAL™ 7.6, PRECALENTADA A 37°C, afiadir con
agitacion constante el contenido de 1 cépsula de sal Fast Blue RR.
4. Cuando la sal esté completamente disuelta en la solucién amortiguadora, afiadir 2 ml de solucién
de a-naftil acetato. La solucion serd amarilla y ligeramente turbia.
5. Seguir mezclando durante 15-20 segundos y afiadir al frasco Coplin. NO FILTRAR.
6. Colocar las muestras en la solucion de tincion (del paso 5) e incubar a 37 °C durante 30 minutos.
NOTA: PROTEGER DE LA LUZ.
7. Retirar los portaobjetos del colorante y lavar durante 3 minutos en agua desionizada. Desechar la
solucién de tincion.
8. Sise desea, realizar una contratincion durante 5-10 minutos en solucion de hematoxilina de Mayer
y lavar con agua del grifo.
9. Secar al aire los portaobjetos y evaluar al microscopio. Si se requiere un cubreobjetos, utilizar
Unicamente un medio de montaje acuoso.
Procedimiento de tincién doble con esterasa
1. Realice la prueba de a-naftil acetato esterasa como se describe en el procedimiento.
No hacer contratincion.
2. Aclarar los portaobjetos en agua desionizada durante 5 minutos.
3. Realizar la prueba del naftol AS-D cloroacetato esterasa como se describe en los pasos 3-9 del
procedimiento.
Procedimiento de inhibicién de a-naftil acetato esterasa con fluoruro
Aunque la a-naftil acetato esterasa se encuentra principalmente en células de linaje monocitico cuando
se realiza como se describe, debe reconocerse que los megacariocitos y los precursores eritroides
son positivos para esta enzima.!! Los linfocitos y algunos granulocitos maduros también muestran
una positividad ocasional.’ Para diferenciar estas células de forma concluyente de los monocitos, se
incorpora fluoruro de sodio al sistema de incubacién. La enzima monocitica se inactiva en presencia de
este compuesto.'? Puede utilizarse el siguiente procedimiento para realizar la prueba de inhibicion
de fluor.

1. Fijar los portaobjetos en fijador de citrato-acetona-metanol durante 1 minuto a temperatura
ambiente (18-26 °C).

2. Lavar a fondo con agua desionizada y secar al aire por lo menos 20 minutos.

3. Rotular dos vasos de precipitados con A y B y afiadir lo siguiente:

Vaso A Vaso B
Solucién amortiguadora diluida TRIZMAL™ 7.6 50 ml 50 ml
precalentada a 37 °C
Afiadir con agitacion constante, Fast Blue RR 1 cépsula* 1 cépsula*
Solucién de a-naftil acetato 2ml 2ml
Solucién de fluoruro de sodio - 2ml

*Contenido de 1 capsula

4. Mezclar bien y verter en los frascos Coplin etiquetados como A y B.
5. Proceder como se describe en los pasos 6-9 del procedimiento de la a-naftil acetato esterasa.

Caracteristicas de funcionamiento

Método de puntuacién

Explorar la lamina y seleccionar una zona fina con pocos eritrocitos. Los sitios de actividad de la

naftol AS-D cloracetato esterasa apareceran como una granulacion de color rojo brillante, la

a-naftil acetato esterasa como una granulacion negra. Clasificar de 0 a 4+ en funcion de la cantidad

e intensidad de cada colorante precipitado en el citoplasma de los respectivos tipos de células. Las
caracteristicas de la puntuacién se basan en cierta medida en la interpretacion subjetiva. En la tabla

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

Tabla 1. Caracteristicas de la puntuacion

Clasificacion Intensidad de la Interpretacién

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

Resultados

Cloroacetato-esterasa de naftol AS-D

Esta enzima suele considerarse especifica para las células de linaje granulocitico. Las células deben
mostrar una granulacion roja. La actividad es débil o ausente en los monocitos y linfocitos.

a-naftil acetato esterasa

En las condiciones del ensayo (pH 7,6), esta enzima se detecta principalmente en monocitos,
macréfagos e histiocitos, y estd practicamente ausente en los granulocitos. Los monocitos deben
mostrar una granulaciéon negra. Los linfocitos pueden mostrar ocasionalmente actividad.

Inhibicion de la a-naftil acetato esterasa con fluoruro.

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

Tincion doble con esterasa

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

La reactividad celular esperada de las pruebas de actividad de la esterasa se resume en la tabla II.

Tabla II. Reacciones citoquimicas de las células sanguineas

Cloroacetato-esterasa a-naftil acetato

Tipo de célula

de naftol AS-D esterasa
Mieloblastos + +
Promielocitos + +
Neutrofilos + —
Eosindfilos — —
Basofilos + -
Monocitos — +
Linfocitos - +
Linfoblastos — +
Megacariocitos — +
Eritroblastos - +
Células plasmaticas - +
Mastocitos + —
Células pilosas — +
Histiocitos + +

El sistema de reactivos debe supervisarse mediante el uso de portaobjetos de control positivo
y negativo. Las preparaciones de control positivo pueden prepararse a partir de lineas celulares
especificas que se sabe que son positivas.

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

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

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

Caracteristicas de funcionamiento analitico

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

N.° de Descripcion del Objetivo Especificidad Sensibilidad Especificidad Sensibilidad
cat. producto intraensayo intraensayo interensayo interensayo
Dimetil Lugares de
9010 formamida actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
Eter monometilico Lugares de
o011 de etilenglicol actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
Cloroacetatode  Lugares de
905 naftol AS-D actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
906 a-naftil acetato Identidad 3de3 3de3 3de3 3de3
Concentrado
de solucion Lugares de
903¢ amortiguadora actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
TRIZMAL™ 6.3
Concentrado
de solucion Lugares de
902¢ amortiguadora actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
TRIZMAL™ 7.6
Solucion de
MHS1  hematoxilina de Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3
Mayer
Solucion de
2852 hematoxilina Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3
acida
Lugares de
FBS25 Sal Fast Blue RR actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
. Lugares de
9015 Sal Fast Corinth V actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
Concentrado de  Lugares de
3861 Citrato actividad 3de3 3de3 3de3 3de3

Advertencias y peligros

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

390A:

S SO®

H301 + H311 + H331 Toxico en caso de ingestion, en contacto con la piel o si se inhala.
H315 Provoca irritacién cutanea.

H317 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.

H318 Provoca lesiones oculares graves.

H341 Susceptible de provocar defectos genéticos.

H350 Puede provocar cancer.

H410 Muy tdxico para los organismos acudticos, con efectos duraderos.

P273 No dispersar en el medio ambiente.

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

P301 + P310 EN CASO DE INGESTION: Llamar inmediatamente a un CENTRO DE INFORMACION
TOXICOLOGICA o a un médico.

P302 + P352 + P312 EN CA;O DE CONT{-\CTO CON LA PIEL: Lavar con abundante agua. Llamar a
un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico si la persona no se encuentra bien.
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P304 + P340 + P311 EN CASO DE INHALACION: Transportar a la victima al exterior y mantenerla
€n reposo en una posicion confortable para respirar. Llamar a un CENTRO DE INFORMACION
TOXICOLOGICA o a un médico.

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

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

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

“ Fabricante Numero de catdlogo

Consultar instrucciones de uso Cédigo de lote

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

sanitarios para diagnostico in vitro)

Dispositivo médico de diagndstico
in vitro

Fecha de caducidad

Limite de temperatura Precaucién

Fecha de fabricacion @ Importador

Representante autorizado en Suiza
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Informacién de contacto

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

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

MRRCK

Procedure nr. 90

q3

Tilsigtet brug

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

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

Cellulaere esteraser er allestedsnaervaerende og ser ud til at repraesentere en raekke forskellige
enzymer, der reagerer pa udvalgte substrater. Under definerede reaktionsbetingelser kan det vaere
muligt at bestemme haemopoietiske celletyper ved anvendelse af specifikke esterasesubstrater.

De beskrevne metoder giver mulighed for at skelne granulocytter fra monocytter.!-®

Testen udfgres ved at inkubere blod, knoglemarvsfilm eller vaevsbergringspreeparater med enten
naphthol-AS-D-chloracetat eller a-naphthylacetat ved tilstedeveerelse af et stabilt diazoniumsalt.
Enzymatisk hydrolyse af esterbindinger frigiver frie naphtholforbindelser. Disse kobles med
diazoniumsaltet og danner kraftigt farvede aflejringer p& steder med enzymaktivitet.

Reagenser
Dimethylformamid (kat.nr. 9010-25ML)

Dimethylformamid, 100 %. Fare. Brandfarlig veeske og damp. Kan veere farlig ved indtagelse.
Farlig ved hudkontakt. Fordrsager mild hudirritation. Fordrsager alvorlig gjenirritation. Giftig ved
inddnding. Kan skade det ufgdte barn. Indhent saerlige anvisninger fgr brug.

Ethylenglycolmonomethylether (kat.nr. 9011-25ML)

2-methoxyethanol, 100 %. Fare. Brandfarlig vaeske og damp. Kan vzere farlig ved indtagelse. Farlig
ved hudkontakt. Fordrsager mild hudirritation. For@rsager alvorlig gjenirritation. Giftig ved indanding.
Kan skade forplantningsevnen eller det ufgdte barn. Indhent szerlige anvisninger fgr brug.

Naphthol-AS-D-chloracetat (kat.nr. 905-10CAP)
Naphthol-AS-D-chloracetat, 20 mg/kapsel.

a-naphthylacetat (kat.nr. 906-10CAP)

Naphthol-AS-D-chloracetat, 20 mg/kapsel. Fare. For&rsager alvorlig gjenskade. Baer
beskyttelseshandsker/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse. VED KONTAKT MED @INENE: Skyl
forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan ggres let.
Fortsaet skylning.

TRIZMAL™ 6.3-bufferkoncentrat (kat.nr. 903C-50ML)
TRIZMA® maleat, 200 mmol/I. Kloroform tilfgjet som konserveringsmiddel.

TRIZMAL™ 7.6-bufferkoncentrat (kat.nr. 902C-50ML)
TRIZMA® maleat, 200 mmol/I. Kloroform tilfgjet som konserveringsmiddel.

Mayers haamatoxylinoplgsning (kat.nr. MHS1-100ML)
Haematoxylin, certificeret, CI 75290, 0,1 % (vaegt/vol.) og stabilisatorer.

Sur haematoxylinoplgsning (kat.nr. 2852-100ML)
Haematoxylin, certificeret, CI 75290, 1 g/, og stabilisatorer, pH 3,3 ved 25 °C.

Fast Blue RR-salt (kat.nr. FBS25-10CAP)
Fast Blue, CI 37155. Forvejede kapsler. Den faktiske vaegt pr. kapsel vil variere afhaengigt af
farvestoffets renhed og er blevet optimeret efter analyse.

Fast Corinth V-salt (kat.nr. 9015-10CAP)

Fast Corinth V-salt, 18-22 mg/kapsel. Fare. Farlig ved indtagelse. Farlig ved hudkontakt. Farlig ved
inddnding. Kan fremkalde kraeft. Indhent saerlige anvisninger for brug. Baer beskyttelseshandsker/
beskyttelsestgj.

Citratkoncentrat (kat.nr. 3861-20ML)
Citratbuffer, 0,38 mol/l, pH 5,4 ved fortynding i henhold til proceduren.

Szerlige materialer, som er pdkraevede, men ikke medfglger
¢ Methanol, absolut

e Acetone, ACS-reagens

¢ Natriumfluoridoplgsning (kat.nr. 919-25ML), natriumfluorid, 2 g/d|
Opbevaring og stabilitet

Dimethylformamid, ethylenglycolmonomethylether, TRIZMAL™ 6.3-bufferkoncentrat, TRIZMAL™
7.6-bufferkoncentrat, Mayers haematoxylinoplgsning og sur haematoxylinoplgsning opbevares ved
stuetemperatur (18-26 °C).

Naphthol-AS-D-chloracetat, a-naphthylacetat og Fast Blue RR-salt skal opbevares ved under 0 °C.
Fast Corinth V-salt og citratkoncentrat opbevares pa kgl (2-8 °C).

Naphthol-AS-D-chloracetat, a-naphthylacetat, Fast Blue RR-salt og Fast Corinth V-salt er stabile
indtil udlgbsdatoen p& meerkaterne.

Fortyndet citratoplgsning er stabil i 1 uge, hvis den opbevares tzet tillukket ved stuetemperatur
(18-26 °C).

TRIZMAL™ 6.3-bufferkoncentrat, TRIZMAL™ 7.6-bufferkoncentrat og citratkoncentrat er egnede til
brug ved fraveer af mikrobiel vaekst.

Natriumfluorid, 2 g/dl. Opbevares ved stuetemperatur (18-26 °C). Anvendes, hvis
"a-naphthylacetatesterase med fluoridinhibering-proceduren” udfgres.

Forringelse
Bortskaf dimethylformamid og ethylenglycolmonomethylether, hvis de er farvede eller uklare.

Fortyndet TRIZMAL™ 6.3-bufferoplgsning og fortyndet TRIZMAL™ 7.6-bufferoplgsning ma bruges
én gang og skal derefter kasseres.

Mayers haematoxylin- og sur haematoxylinoplgsning skal kasseres, ndr tiden til passende farvning
overstiger den anbefalede tid i proceduren med mere end 5 minutter.

Forberedelse

Naphthol-AS-D-chloracetatoplgsning fremstilles ved at oplgse indholdet af 1 kapsel med naphthol-
AS-D-chloracetat i 2 ml dimethylformamid. Tag 1 kapsel ud af fryseren efter behov. Forbered
umiddelbart inden brug.

a-naphthylacetatoplgsning fremstilles ved at oplgse indholdet af 1 kapsel med a-naphthylacetat i
2 ml ethylenglycolmonomethylether. Tag 1 kapsel ud af fryseren efter behov. Forbered umiddelbart
inden brug.

Fortyndet TRIZMAL™ 6.3-bufferoplgsning fremstilles ved at blande 1 del TRIZMAL™ 6.3-
bufferkoncentrat med 9 dele demineraliseret vand. pH skal veere 6,3 ved 25 °C.

Fortyndet TRIZMAL™ 7.6-bufferoplgsning fremstilles ved at blande 1 del TRIZMAL™ 7.6~
bufferkoncentrat med 9 dele demineraliseret vand. pH skal veere 7,6 ved 25 °C.

Mayers haematoxylin- og sur heematoxylinoplgsning skal filtreres inden brug.

Fortyndet citratoplgsning fremstilles ved at fortynde 1 del citratkoncentrat med 9 dele
demineraliseret vand. pH skal veere 5,4 efter fortynding.

Citrat-acetone-methanolfiksativ: Tilsaet 27 ml acetone af ACS-kvalitet og 5 ml methanol til 18 ml
fortyndet citratoplgsning. Opbevares teet tillukket ved stuetemperatur (18-26 °C). Kasseres efter
8 timer.

Forsigtighedsregler

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

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

Procedure

Prgveindsamling

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

Blod, knoglemarvsfilm, vaevsbergringspraeparater og cytocentrifugepraeparater kan anvendes

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

Bemaerkninger

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

de opn8ede reaktioner muligvis veere svage eller negative. Det anbefales, at temperaturerne
kontrolleres med et ngjagtigt termometer. Vandbade med kontrolleret temperatur er mere effektive
end inkubatorer med varm luft og bgr bruges til enzymcytokemiske metoder. Varmeoverfgrsel
gennem glas er hurtigere end gennem plastik, og derfor bgr der anvendes Coplin-skale.

Mange enzymsystemer er falsomme over for meget sma spor af vaskemiddel. Vask af glasartikler
med fortyndet blegemiddel efterfulgt af skylning i rigelige maengder demineraliseret vand vil
forhindre, at cellulzere enzymer pvirkes af vaskemiddel.

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

Procedurer

Naphthol-AS-D-chloracetatesterase-procedure
1. Fikser objektglassene i 1 minut i citrat-acetone-methanolfiksativ ved stuetemperatur
(18-26 °C).
2. Vask grundigt i demineraliseret vand, og lad dem lufttgrre i mindst 20 minutter.
3. Tilseet indholdet af 1 kapsel med Fast Corinth V-salt til 50 ml fortyndet TRIZMAL™ 6.3-
bufferoplgsning, som er FORVARMET TIL 37 °C, under konstant omrgring.
4. N8r saltet er fuldsteendigt oplgst i bufferen, tilszettes 2 ml naphthol-AS-D-
chloracetatoplgsning. Oplgsningen vil fremsta ret grumset.
5. Fortseet med at blande i 15-30 sekunder, og haeld den derefter i Coplin-skdlen. UNDLAD AT
FILTRERE.
6. Anbring prgver i farvningsoplgsning (fra trin 5), og inkuber ved 37 °C i 5 minutter.
BEMARK: SKAL BESKYTTES MOD LYS.
7. Fjern objektglassene fra farvningen, og vask dem i demineraliseret vand i 3 minutter. Bortskaf
farvningsoplgsningen.
Kontrastfarv eventuelt i sur haematoxylinoplgsning i 5-10 minutter, og vask i postevand.
9. Lad objektglassene lufttgrre, og evaluer dem mikroskopisk. Brug udelukkende vandige
monteringsmedier, hvis deaekglas er pakreevet.
a-naphthylacetatesterase-procedure
1. Fikser objektglassene i citrat-acetone-methanolfiksativ i 1 minut ved stuetemperatur
(18-26 °C).
2. Vask grundigt i demineraliseret vand, og lad dem lufttgrre i mindst 20 minutter.
3. Tilseet indholdet af 1 kapsel med Fast Blue RR-salt til 50 ml fortyndet TRIZMAL™ 7.6-
bufferoplgsning, som er FORVARMET TIL 37 °C, under konstant omrgring.
4. N3r saltet er fuldstaendigt oplgst i bufferen, tilsaettes 2 ml a-naphthylacetat-oplgsning.
Oplgsningen vil vaere gul og en smule uklar.

®
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5. Fortszet med at omrgre i 15-20 sekunder, og heeld den derefter i en Coplin-sk&l. UNDLAD AT
FILTRERE.
6. Anbring prgver i farvningsoplgsning (fra trin 5), og inkuber ved 37 °C i 30 minutter.
BEMARK: SKAL BESKYTTES MOD LYS.
7. Fjern objektglassene fra farvningen, og vask dem i 3 minutter i demineraliseret vand. Bortskaf
farvningsoplgsningen.
8. Kontrastfarv eventuelt i 5-10 minutter i Mayers haematoxylinoplgsning, og vask i postevand.
9. Lad objektglassene lufttgrre, og evaluer dem mikroskopisk. Brug udelukkende vandige
monteringsmedier, hvis daekglas er pakreevet.
Dobbeltfarvende esterase-procedure
1. Udfer a-naphthylacetatesterase-testen som beskrevet i proceduren. Undlad at kontrastfarve.
2. Skyl objektglassene i 5 minutter i demineraliseret vand.
3. Udfer naphthol-AS-D-chloracetatesterase-testen som beskrevet i procedurens trin 3-9.
a-naphthylacetatesterase med fluoridinhibering-procedure
Selvom a-naphthylacetatesterase findes primaert i celler af monocytisk afstamning, nr testen udfgres
som beskrevet, bgr det erkendes, at megakaryocytter og erythroide praekursorer er positive for dette
enzym.!! Lymfocytter og visse modne granulocytter udviser ogsa lejlighedsvis positivitet. For at
differentiere disse celler endegyldigt fra monocytter, inkorporeres natriumfluorid i inkubationssystemet.
Monocytenzymet inaktiveres ved tilstedevaerelse af denne forbindelse.'? Fglgende procedure kan bruges
til at udfere fluoridinhiberingstesten.

1. Fikser objektglassene i citrat-acetone-methanolfiksativ i 1 minut ved stuetemperatur (18-26 °C).
2. Vask grundigt i demineraliseret vand, og lad dem lufttgrre i mindst 20 minutter.
3. Meerk 2 baegerglas A og B, og tilszet fglgende:

Baegerglas A Bagerglas B

Fortyndet TRIZMAL™ 7.6-buffer,

der er forvarmet til 37 °C 50 ml 50 ml
Tilseet Fast Blue RR under konstant omrgring 1 kapsel* 1 kapsel*
a-naphthylacetat-oplgsning 2ml 2ml
Natriumfluoridoplgsning - 2ml

*Indhold af 1 kapsel

4, Bland godt, og heeld i Coplin-skale, der er maerket A og B.
5. G8 frem som beskrevet i trin 6-9 i a-naphthylacetatesterase-proceduren.

Praestationskarakteristika

Scoringsmetode

Scan filmen, og veelg et tyndt omréde med f3 erytrocytter. Steder med naphthol-AS-D-
chloracetatesterase-aktivitet vil fremstd som klart rgd granulering, og a-naphthylacetatesterase

som sort granulering. Klassificer fra 0 til 4+ pd basis af maengden og intensiteten af individuelle
farvestoffer i cytoplasmaet i de respektive celletyper. Karakteristika for scoring er i nogen grad baseret
pd subjektiv fortolkning. Et foresldet scoringsformat er vist i tabel 1. Konklusioner fokuserer pa relativ
tilstedeveerelse eller fraveer af farvning.

Tabel 1. Karakteristika for scoring

Celleklassificering Farvni intensitet Fortolk
0+ Ingen —
1+ Svag til moderat +
2+ Moderat til kraftig +
3+ Kraftig +
4+ Strélende +

Resultater

Naphthol-AS-D-chloracetatesterase

Dette enzym anses normalt for at vaere specifikt for celler af granulocytisk afstamning. Cellerne skal
vise rgd granulering. Aktiviteten er svag eller fraveerende i monocytter og lymfocytter.
a-naphthylacetatesterase

Under analysebetingelserne (pH 7,6) pavises dette enzym primaert i monocytter, makrofager og
histiocytter og er praktisk talt fraveerende i granulocytter. Monocytter bgr udvise sort granulering.
Lymfocytter kan lejlighedsvist udvise aktivitet.

a-naphthylacetatesterase med fluoridinhibering

Alle celler af monocytisk afstamning vil vaere negative for enzymaktivitet, med undtagelse af differentierede
histiocytter eller specialiserede makrofager i vaev, som ogsa kan vaere resistente over for natriumfluorid.®
Dobbeltfarvende esterase

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

Den forventede cellulaere reaktivitet af tests for esteraseaktivitet er opsummeret i tabel II.

Tabel II. Cytokemiske reaktioner i blodceller

Naphthol-AS-D-

Celletype chloracetatesterase a-naphthylacetatesterase
Myeloblaster + +
Promyelocytter + +
Neutrofiler + —
Eosinofiler — —
Basofiler + —
Monocytter — +
Lymfocytter — +
Lymfoblaster - +
Megakaryocytter - +
Erythroblaster — +
Plasmaceller — +
Mastceller + —
Harceller — +
Histiocytter + +

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

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

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

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

Analytiske praestationskarakteristika

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

Kat. Produkt- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. beskrivelse inden for inden for mellem mellem
analyse analyse analyser analyser
9010  Dimethylformamid  AKEVItets- 3af3 3af3 3af3 3af3
9011 E;Zﬁ&%'%‘é‘émf' Aktivitets- 3af3 3af3 3af3 3af3
905 NaphtholASD- Akilvitets- 543 3af3 3af3 3af3
906 a-naphthylacetat Identitet 3af3 3af 3 3af3 3af 3
so3c  JREZMALT 6.3 Aft‘;:jtgﬁs' 3af3 3af3 3af3 3af3
902c  JRIZMAL™ 7.6 Aktivitets- 3af3 3af3 3af3 3af3
MHS1 t';"f%ﬁ:i;};mg Kerner 3af3 3af3 3af3 3af3
2852 Sur ggﬁgﬂﬁﬂzy””' Kerner 3af3 3af3 3af3 3af3
FBS25 Fast Blue RR-salt  AKIVItets- 3af3 3af3 3af3 3af3
9015 Fast Corinth V-salt AKEVItets- 3af3 3af3 3af3 3af3
3861  Citratkoncentrat  AKIVItEtS 5 55 3af3 3af3 3af3

Advarsler og farer

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

390A:

& &

H301 + H311 + H331 Giftig ved indtagelse, ved kontakt med hud eller ved indanding.
H315 Fordrsager hudirritation.

H317 Kan for8rsage allergisk hudreaktion.

H318 For8rsager alvorlig gjenskade.

H341 Misteenkt for at fordrsage genetiske defekter.

H350 Kan fremkalde kreeft.

H410 Meget giftig med langvarige virkninger for vandlevende organismer.

P273 Undg8 udledning til miljget.

P280 Bzer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

P301 + P310 I TILFALDE AF INDTAGELSE: Ring omg&ende til en GIFTINFORMATION/lzege.

P302 + P352 + P312 VED KONTAKT MED HUDEN: Vask med rigeligt vand. Kontakt GIFTLINJEN/en
laege i tilfaelde af ubehag.

P304 + P340 + P311 VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk luft og serg for, at
vejrtraekningen lettes. Ring til en GIFTINFORMATION/lzege.

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

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

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

Producent Katalognummer

Se brugsanvisningen Batchkode

Autoriseret repraesentant i
Det Europeeiske Fzellesskab/ c €
Den Europaeiske Union

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

2 Sidste anvendelsesdato M_edlcms_k udstyr til in vitro-
diagnostik

/l’ Temperaturgraense Forsigtig

& Fremstillingsdato Importgr

Angiver autoriseret repraesentant
i Schweiz
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Kontaktoplysninger

Besgg vores websted pd SigmaAldrich.com for at afgive en bestilling. Ga til siden for teknisk service pd
vores websted p& SigmaAldrich.com/techservice for at f8 oplysninger om teknisk service.
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Rev. 6.0 2023

Overfgrt til ny skabelon med nuvaerende branding. Specificeret til professionel

brug under tilsigtet brug og forsigtighedsregler. Flyttet udtalelse om hjzelp ved
diagnosticering til tilsigtet brug. Revideret tilsigtet brug for at tilpasse til IVDR-
retningslinjer. Opdateret materialesikkerhedsdatablad til sikkerhedsdatablad. Opdateret
kontaktoplysninger. Fjernet instruks om at fglge CLSI vedrgrende prgveindsamling.
Fjernet EN 980 og aendret til EN ISO 15223-1:2021 for symboler. Tilfgjet
kontaktoplysninger i tilfelde af usnskede haendelser. Tilfojet advarsler og farer.

Tilfgjet information om repraesentant i Schweiz.

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
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Forbogstavet M og Sigma-Aldrich er varemaerker tilhgrende Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland, eller deres
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Sigma-Aldrich.

Bruksanvisning

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

Forfarande nr. 90

ce MRRTK

Avsedd anvandning

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

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

For att utfora testet inkuberas blod, benmérgsfilmer eller beréringspreparat for vavnader

med antingen naftol-AS-D-kloracetat eller a-naftylacetat i nérvaro av ett stabilt diazoniumsalt.
Enzymatisk hydrolys av esterbindningar frigor fria naftolféreningar. Dessa binder med diazoniumsalt
och bildar starkt fargade fargavlagringar pa stéllen med enzymaktivitet.

Reagenser
Dimetylformamid (kat.-nr. 9010-25ML)

Dimetylformamid, 100 % Fara. Brandfarlig vatska och &nga. Kan vara skadligt vid fortaring.
Skadligt vid kontakt med hud. Orsakar lindrig hudirritation. Orsakar svar 6gonirritation. Giftigt vid
inandning. Kan skada det ofédda barnet. Skaffa speciella instruktioner fére anvéndning.

Etylenglykolmonometyleter (kat.-nr. 9011-25ML)

2-metoxyetanol, 100 % Fara. Brandfarlig vatska och &nga. Kan vara skadligt vid fortaring. Skadligt
vid kontakt med hud. Orsakar lindrig hudirritation. Orsakar svar égonirritation. Giftigt vid inandning.
Kan skada fertiliteten eller det ofédda barnet. Skaffa speciella instruktioner fére anvandning.

Naftol-As-D-kloracetat (kat.-nr. 905-10CAP)
Naftol-AS-D-kloracetat, 20 mg/kap.

a-naftylacetat (kat.-nr. 906-10CAP)

Naftol-AS-D-kloracetat, 20 mg/kap Fara. Orsakar allvarliga 6gonskador. Anvénd skyddshandskar/
skyddsglasdgon/ansiktsskydd. OM LOSNINGEN KOMMER IN I OGONEN: Skélj férsiktigt med
vatten i flera minuter. Ta ut eventuella kontaktlinser om det gar latt. Fortsatt att skolja.

TRIZMAL™ 6.3 buffertkoncentrat (kat-nr. 903C-50ML)
TRIZMA® maleat, 200 mmol/l, kloroform tillsatt som konserveringsmedel

TRIZMAL™ 7.6 buffertkoncentrat (kat-nr 902C-50ML)

TRIZMA® maleat, 200 mmol/l, kloroform tillsatt som konserveringsmedel
Mayers hematoxylinléosning (kat.-nr. MHS1-100ML)

Hematoxylin, certifierad, CI 75290, 0,1 % (vikt/volym), och stabiliseringsmedel

Sur hematoxylinlésning (kat.-nr. 2852-100 ML)
Hematoxylin certifierad, CI 75290, 1 g/I, och stabiliseringsmedel, pH 3,3 vid 25 °C

Fast Blue RR-salt (kat.-nr. FBS25-10CAP)
Fast Blue, C.I. 37155. Férvagda kapslar. Faktisk vikt per kapsel varierar baserat pd renheten i
fargamnespartiet och har optimerats genom analys.

Fast Corinth V-salt (kat.-nr. 9015-10CAP)

Fast Corinth V-salt, 18-22 mg/kap. Fara. Skadligt vid fortaring. Skadligt vid kontakt med hud.
Skadligt vid inandning. Kan orsaka cancer. Skaffa speciella instruktioner fore anvandning.
Anvand skyddshandskar/skyddsklader.

Citratkoncentrat (kat.-nr 3861-20ML)
Citratbuffert, 0,38 mol/l, pH 5,4 vid utspadning enligt forfarande

Sarskilt materiel som kravs men inte tillhandahélls
e Metanol, absolut

e Aceton, ACS-reagens

e Natriumfluoridlésning (kat.-nr. 919-25ML) natriumfluorid, 2 g/dl
Forvaring och hallbarhet

Dimetylformamid, etylenglykolmonometyleter, TRIZMAL™ 6.3 buffertkoncentrat, TRIZMAL™ 7.6
buffertkoncentrat, Mayers hematoxylinldsning och sur hematoxylinlésning forvaras i
rumstemperatur (18-26 °C).

Naftol-AS-D-kloracetat, a-naftylacetat och Fast Blue RR-alt forvaras under 0 °C.
Fast Corinth V-salt och citratkoncentrat forvaras i kylsk&p (2-8 °C).

Naftol-AS-D-kloracetat, a-naftylacetat, Fast Blue RR-salt och Fast Corinth V-salt &r stabila fram till
utgdngsdatumet som stér p& markningen.

Utspadd citratlésning &r stabil i 1 vecka om den forvaras tatt tillsluten i rumstemperatur (18-26 °C).

TRIZMAL™ 6.3 buffertkoncentrat, TRIZMAL™ 7.6 buffertkoncentrat och citratkoncentrat &r lampliga
for anvandning vid frénvaro av mikrobiell tillvéxt.

Natriumfluorid, 2 g/dl. Férvara i rumstemperatur (18-26 °C). Anvand om “férfarande for
a-naftylacetatesteras med fluoridhdmning” utférs.

Férsamring
Kassera dimetylformamid och etylenglykolmonometyleter om fargad eller grumlig.

TRIZMAL™ 6.3 utspadd buffertlésning och TRIZMAL™ 7.6 utspadd buffertlésning bér endast
anvandas en géng och sedan kasseras.

Kassera Mayers hematoxylin och sur hematoxylinlésning nar tiden som kravs for lamplig fargning
overskrider den tid som rekommenderas i férfarandet med mer &n 5 minuter.

Beredning

Naftol-AS-D-kloracetatlésning bereds genom att 16sa upp innehallet i 1 kapsel naftol-AS-D-kloracetat i
2 ml dimetylformamid. Ta ut en kapsel ur frysen efter behov. Bered omedelbart fére anvandning.

a-naftylacetatiosning bereds genom att lésa upp innehéllet i 1 kapsel a-naftylacetat i 2 ml
etylenglykolmonometyleter. Ta ut en kapsel ur frysen efter behov. Bered omedelbart fére anvandning.

TRIZMAL™ 6.3 utspadd buffertlésning framstélls genom att blanda 1 volym TRIZMAL™ 6.3
buffertkoncentrat med 9 volymer avjoniserat vatten. pH bor vara 6,3 vid 25 °C.

TRIZMAL™ 7.6 utspadd buffertlésning framstalls genom att blanda 1 volym TRIZMAL™ 7.6
buffertkoncentrat med 9 volymer avjoniserat vatten. pH bér vara 7,6 vid 25 °C.

Mayers hematoxylin och sur hematoxylinlésning bor filtreras fore anvandning.

Utspadd citratlosning framstélls genom att blanda 1 volym citratkoncentrat med 9 volymer
avjoniserat vatten. pH 5,4 utspadd.

Citratacetonmetanolfixeringmedel: L&gg till 27 ml aceton av ACS-grad och 5 ml metanol till 18 ml
utspadd citratlésning. Forvara tétt tillsluten i rumstemperatur (18-26 °C). Kassera efter 8 timmar.

Forsiktighetsatgarder

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

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

Forfarande

Provtagning

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

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

Anmarkningar

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

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

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

Férfaranden

Forfarande for naftol-AS-D-kloracetatesteras

1. Fixera objektglas i 1 minut i citratacetonmetanolfixeringsmedel i rumstemperatur (18-26 °C).

2. Tvétta ordentligt i avjoniserat vatten och lufttorka i minst 20 minuter.

3. Légg till inneh%llgt i 1 kapsel Fast Corinth V-salt till 50 ml TRIZMAL™ 6.3 utspadd
buffertlésning, FORVARMD TILL 37 °C, under konstant omrérning.

4. Nar saltet helt har 16sts upp i bufferten ska du tillsdtta 2 ml naftol-AS-D-kloracetatldsning.
Losningen kommer att se ganska grumlig ut.

5. Fortséatt blanda i 15-30 sekunder och héll sedan i Coplin-burk. FILTRERA INTE.

6. Placera prover i fargningslésningen (frdn steg 5) och inkubera vid 37 °C i 5 minuter.
OBS! SKYDDA FRAN LJUS.

7. Ta bort objektglasen fran fargningen och tvétta i avjoniserat vatten i 3 minuter. Kassera
fargningslésningen.

8. Motfarga vid 6nskemal i sur hematoxylinlésning i 5-10 minuter och skélj i kranvatten.

9. Lufttorka objektglas och utvardera mikroskopiskt. Om téckglas behdvs ska endast ett
vattenbaserat monteringsmedium anvéndas.

Forfarande for a-naftylacetatesteras

1. Fixera objektglas i citratacetonmetanolfixeringsmedel i 1 minut i rumstemperatur (18-26 °C).

2. Tvétta ordentligt i avjoniserat vatten och lufttorka i minst 20 minuter.

3. Légg till innehallet i 1 kapsel Fast Blue RR-salt till 50 mI TRIZMAL™ 7.6 utspadd buffertlésning,
FORVARMD TILL 37 °C, under konstant omrérning.

4. Nar saltet helt har 16sts upp i bufferten ska du tillsatta 2 ml a-naftylacetatlésning. Ldsningen

kommer vara gul och ndgot grumlig.

Fortsatt réra i 15-20 sekunder och héll sedan i Coplin-burk. FILTRERA INTE.

6. Placera prover i fargningslosningen (fran steg 5) och inkubera vid 37 °C i 30 minuter.
OBS! SKYDDA FRAN LJUS.

7. Ta bort objektglasen fr@n fargningen och tvétta i avjoniserat vatten i 3 minuter. Kassera
fargningslésningen.
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8. Motfarga vid 6nskema8l i 5-10 minuter i Mayers hematoxylinlosning och skélj i kranvatten.
9. Lufttorka objektglas och utvardera mikroskopiskt. Om téckglas behdvs ska endast ett
vattenbaserat monteringsmedium anvéndas.

Forfarande med dubbelfdrgningsesteras

1. Utfor a-naftylacetatesterastest som beskrivits i forfarandet. Motférga inte.

2. Skolj objektglasen i 5 minuter i avjoniserat vatten.

3. Utfor naftol-AS-D-kloracetatesterastest enligt beskrivningen i férfarandets steg 3-9.

Forfarande for a-naftylacetatesteras med fluoridhdmning
Trots att a-naftylacetatesteras framforallt hittas i monocytiska celler nér det utférs som beskrivet bor
det bekréftas att megakaryocyter och erytroida forstadier ar positiva for den har enzymen.!! Lymfocyter
och vissa mogna granulocyter ser ocksd ibland positiva ut.5 For att sarskilja dessa celler frdn monocyter
med sakerhet inkorporeras natriumfluorid i inkubationssystemet. Monocytenzymet &r avaktiverat i
narvaro av denna férening.'? Féljande forfarande kan anvandas for att utféra fluoridhamningstestet.

1. Fixera objektglas i citratacetonmetanolfixeringsmedel i 1 minut i rumstemperatur (18-26 °C).
2. Tvétta ordentligt i avjoniserat vatten och lufttorka i minst 20 minuter.
3. Mark 2 bagare A och B och tillsatt foljande:

Bagare A Bagare B
Forvarmd 37 °C TRIZMAL™ 7.6 utspadd 50 ml 50 ml
buffert
Lagg till Fast Blue RR under konstant 1 kapsel* 1 kapsel*
omroérning
a-naftylacetatlésning 2ml 2ml
Natriumfluoridlésning - 2ml

*Innehallet i 1 kapsel

4. Blanda vél och hall i Coplin-burkar méarkta A och B.
5. Fortsatt som beskrivits i steg 6-9 i forfarandet for a-naftylacetatesteras.

Prestandaegenskaper

Varderingsmetod

Granska filmen och valj ett smalt omrade med fa erytrocyter. Stallen med aktivitet av naftol-AS-D-
kloracetatesteras kommer upptrada som klarréd granulering, a-naftylacetatesteras som svart granulering.
Bedém frén O till 4+ baserat pa kvantitet och intensitet av individuella fargdmnen inom de respektive
celltypernas cytoplasma. Egenskaper for vardebestammande ar ndgot baserade pa subjektiva tolkningar.
Ett foreslaget vardebestammandeformat presenteras i tabell 1. Slutsatser baseras pa den relativa
narvaron eller frénvaron av fargning.

Tabell 1. Egenskaper for vardebestdmmande

Cellbedomning Fargni i Tolkning
0+ Ingen —
1+ Svag till medel +
2+ Medel till stark +
3+ Stark +
4+ Mycket stark +

Resultat

Naftol-AS-D-kloracetatesteras

Detta enzym anses vanligtvis specifikt for granulocyta celler. Cellerna bér uppvisa réd granulering.
Aktiviteten &r svag eller frénvarande i monocyter och lymfocyter.

a-naftylacetatesteras

Under analysférhdllandena (pH 7,6) detekteras denna enzym framst i monocyter, makrofager och
histiocyter och &r praktiskt taget franvarande i granulocyter. Monocyter bér uppvisa svart granulering.
Lymfocyter kan stundtals visa aktivitet.

a-naftylacetatesteras med fluoridhdmning

Alla monocytiska celler kommer vara negativa fér enzymaktivitet med undantag for differentierade
histiocyter eller specialiserade makrofager i vévnad vilka &ven kan vara resistenta mot natriumfluorid.*°
Dubbelfargningsesteras

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

Forvantad cellreaktivitet for tester for esterasaktivitet summeras i tabell II.

Tabell II. Cytokemiska reaktioner i blodceller

Analytiska prestandaegenskaper

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

Kat.- Produktbeskriv- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. ning inom inom mellan mellan
analys analys analyser analyser
9010  Dimetylformamid A‘;tt';’l'lt:rfs 3av3 3av3 3av3 3av3
9011 Etylergglt)\//l?gtlgono— Aksttiglilt:rgs— 3av3 3av3 3av3 3av3
905 NaftolAS'D- AKtitets- 34y 3 3av3 3av3 3av3
906 a-naftylacetat Identitet 3av3 3av3 3av3 3av3
MHS1 Maye“rrflé‘:nri”nagmxy’ Karmnor 3av3 3av3 3av3 3av3
2852 SUr hl?jrgne;;%xylin- Karnor 3av3 3av3 3av3 3av3
FBS25 FastBlue RR-salt  AKIVIEEts= 55, 3 3av3 3av3 3av3
9015  Fast Corinth V-salt Al;ttiglilt:rﬁs" 3av3 3av3 3av3 3av3
3861 Citratkoncentrat Akstti;.'lilt:rgs_ 3av3 3av3 3av3 3av3

Varningar och faror
Se sakerhetsdatabladet och produktmaérkningen fér uppdaterad information om risker, fara och sdkerhet.

390A:

SPOG

H301 + H311 + H331 Giftigt vid fortaring, vid hudkontakt och vid inandning.

H315 Orsakar hudirritation.

H317 Kan orsaka en allergisk hudreaktion.

H318 Orsakar allvarliga 6gonskador.

H341 Missténks orsaka genetiska defekter.

H350 Kan orsaka cancer.

H410 Mycket giftigt for vattenlevande organismer med I8ngtidseffekter.

P273 Undvik utslépp i miljon.

P280 Anvénd skyddshandskar/skyddskléder/skyddsglaségon/ansiktsskydd.

P301 + P310 VID FORTARING: Ring omedelbart till en GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lékare.

P302 + P352 + P312 VID HUDKONTAKT: Tvatta med mycket vatten. Ring en
GIFTINFORMATIONSCENTRAL/I&kare om du mar daligt.

P304 + P340 + P311 VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att personen andas
utan problem. Ring en GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lakare.

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.
Om det har intrdffat ett allvarligt tillbud medan denna enhet anvints eller som ett
resultat av att den har anvants 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

Celltyp Naftol-AS-D-kloracetatesteras a-naftylacetatesteras
Myeloblaster + + “ Tillverkare Katalognummer
Promyelocyter + £ Di] Se bruksanvisningen Batchkod
Neutrofiler + —
Eosinofiler — — Auktoriserad representant i EU-férsdkran om
- E Europeiska gemenskapen/ C € Overensstammelse (definieras i
Basofiler * - Europeiska unionen IVDR 2017/746)
Monocyter — +
o Medicinteknisk produkt fér in vitro-
_ +
tym:oaltetr : g Utgangsdatum diagnostik
ymfoblaster —
Megakaryocyter — + ,}’ Temperaturgrans A Forsiktighet
Erytroblaster - £ @ Tillverkningsdatum % Importér
Plasmaceller — +
Mastceller + — Anger den auktoriserade
Harceller — I representanten i Schweiz
Histiocyter + +

Reagenssystemet bor kontrolleras med hjélp av positiva och negativa kontrollobjektglas. Positiva
kontrollobjektglas kan framstéllas fré&n specifika cellinjer som &r kanda som positiva.

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

Kéanda negativa patientobjektglas kan anvandas som en negativ kontroll. Om de inte finns tillgangliga
kan 6nskad effekt uppn&s genom att farga ett prov i en inkubationsblandning utan substratet. Men att
anvéanda det forsta alternativet rekommenderas starkt.

Kontakta teknisk service p& Sigma-Aldrich for hjalp ifall resultaten som observeras avviker fran de
férvéntade resultaten.
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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 pd v&r webbplats SigmaAldrich.com/techservice.
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Overfort till ny mall med nuvarande varumérke. Specificerat "For yrkesmassigt

bruk” under “Avsedd anvéandning” och under “Forsiktighetsdtgarder”. Flyttat
pastéendet "Hjalpmedel for diagnostisering” till “Avsedd anvéndning”. Reviderat
"Avsedd anvandning” s& att det motsvarar riktlinjerna fér IVDR. Uppdaterat
"Materialsékerhetsdatablad” till "Sakerhetsdatablad”. Uppdaterat kontaktuppgifterna.
Tagit bort anvisningen om att CLSI ska féljas vid provtagning. Tagit bort EN 980 och
andrat till EN ISO 15223-1:2021 fér symbolerna. Lagt till kontaktuppgifter fér negativa
handelser. Lagt till varningar och faror. Lagt till information om representant i Schweiz.

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

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

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

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

Instrugdes de utilizagdo

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

Procedimento N.°© 90

ce MRRTK

Utilizacdo prevista

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

As esterases celulares sdo ubiquas e parecem representar uma série de diferentes enzimas
que atuam sobre substratos selecionados. Em condicdes de reagdo definidas, pode ser possivel
determinar tipos de células hemopoiéticas, utilizando substratos especificos de esterase.

Os métodos descritos fornecem meios para distinguir granuldcitos de mondcitos.®

Para realizar o teste, sangue, peliculas de medula dssea ou preparagdes por contacto de tecido
sdo incubados com cloroacetato de naftol AS-D ou acetato de a-naftilo na presenga de um sal de
diazoénio estavel. A hidrdlise enzimética de ligagBes de ésteres liberta compostos de naftol livres.
Estes acoplam-se com o sal de diazénio, formando depésitos altamente coloridos nos locais de
atividade enzimatica.

Reagentes

Dimetilformamida (N.° de cat. 9010-25ML)

Dimetilformamida, 100% de perigo. Liquido e vapor inflamaveis. Pode ser nocivo por ingestéo.
Nocivo em contacto com a pele. Provoca irritagdo cuténea ligeira. Provoca irritagdo ocular grave.
Toxico por inalagdo. Pode afetar o nascituro. Pedir instrugdes especificas antes da utilizagdo.

Eter monometilico de etilenoglicol (N.° de cat. 9011-25ML)

2-Metoxietanol, 100% de perigo. Liquido e vapor inflamaveis. Pode ser nocivo por ingest&o. Nocivo
em contacto com a pele. Provoca irritacdo cuténea ligeira. Provoca irritagdo ocular grave. Toxico por
inalagdo. Pode afetar a fertilidade ou o nascituro. Pedir instrugdes especificas antes da utilizagdo.

Cloroacetato de naftol AS-D (N.° de cat. 905-10CAP)
Cloroacetato de naftol AS-D, 20 mg/cap.

Acetato de a-naftilo (N.° de cat. 906-10CAP)

Cloroacetato de naftol AS-D, 20 mg/céap. Perigo. Provoca lesGes oculares graves. Usar luvas de
protegdo/protegdo ocular/protegdo facial. SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: Lavar
cautelosamente com dgua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe
for possivel. Continue a enxaguar.

Concentrado de Tampé&o TRIZMAL™ 6,3 (N.° de cat. 903C-50ML)
Maleato TRIZMA®, 200 mmol/I. Cloroférmio adicionado como conservante.

Concentrado de Tamp&ao TRIZMAL™ 7,6 (N.° de cat. 902C-50ML)
Maleato TRIZMA®, 200 mmol/I. Cloroférmio adicionado como conservante.

Solugao de Hematoxilina de Mayer (Cat. N.© MHS1-100ML)
Hematoxilina, certificada, CI 75290, 0,1% (p/v) e estabilizadores

Solugdo de Hematoxilina acida (N.° de cat. 2852-100ML)
Hematoxilina certificada, CI 75290, 1 g/| e estabilizadores, pH 3,3 a 25 °C

Sal azul rapido RR (N.° de cat. FBS25-10CAP)

Azul répido, C.I. 37155. Cépsulas pré-pesadas. O peso real por capsula varia de acordo com a
pureza do lote do corante e foi otimizado por ensaio.

Sal rapido Corinth V (N.° de cat. 9015-10CAP)

Sal répido Corinth V, 18-22 mg/cép. Perigo. Nocivo por ingestdo. Nocivo em contacto com a pele.
Nocivo por inalagdo. Pode causar cancro. Pedir instrugdes especificas antes da utilizagdo. Usar luvas
de protegdo/vestuario de protegdo.

Solugédo de Citrato (N.° de cat. 3861-20ML)
Tampdo de Citrato, 0,38 mol/I, pH 5,4 quando diluido de acordo com o procedimento

Materiais especiais necessarios mas ndo fornecidos

e Metanol, absoluto

e Acetona, Reagente ACS

¢ Solugdo de Fluoreto de sddio (N.° de cat. 919-25ML) Fluoreto de sddio, 2 g/dl
Conservagao e estabilidade

A Dimetilformamida, o Eter monometilico de etilenoglicol, o Concentrado de
Tampdo TRIZMAL™ 6,3, o Concentrado de Tampdo TRIZMAL™ 7,6, a Solugdo de Hematoxilina de
Mayer e a Solugdo de Hematoxilina acida sdo conservados a temperatura ambiente (18-26 °C).

O Cloroacetato de naftol AS-D, o Acetato de a-naftilo e o Sal azul rapido RR s&o conservados a uma
temperatura inferior a 0 °C.

O Sal rapido Corinth V e o Concentrado de Citrato sdo conservados refrigerados (2-8 °C).

O Cloroacetato de naftol AS-D, o Acetato de a-naftilo, o Sal azul rapido RR e o Sal rapido Corinth V
s&o estaveis até a data de validade indicada nos rétulos.

A Solugdo diluidora de Citrato é estavel durante 1 semana se conservada firmemente tapada a
temperatura ambiente (18-26 °C).

O Concentrado de Tamp&o TRIZMAL™ 6,3, o Concentrado de Tampé&o TRIZMAL™ 7,6 e o
Concentrado de Citrato sdo adequados para utilizagdo na auséncia de crescimento microbiano.

Fluoreto de sddio, 2 g/dl. Conservar a temperatura ambiente (18-26 °C). Utilizado se for realizado o
“Procedimento de esterase de acetato de a-naftilo com inibigdo do fluoreto”.

Deterioragao
Eliminar a Dimetilformamida e o Eter monometilico de etilenoglicol se colorido ou turvo.

A Solugdo de Tampao diluidor TRIZMAL™ 6,3 e a Solugdo de Tampéo diluidor TRIZMAL™ 7,6 devem
ser usadas uma vez e, em seguida, eliminadas.

Eliminar a Solugdo de hematoxilina de Mayer e a Solugdo de Hematoxilina acida quando o tempo
necessario para obter uma coloragdo adequada exceder o tempo recomendado no procedimento em
mais de 5 minutos.

Preparagao

A Solugdo de Cloroacetato de naftol AS-D é preparada dissolvendo o contetdo de 1 capsula de
Cloroacetato de naftol AS-D em 2 ml de Dimetilformamida. Remover 1 capsula do congelador,
conforme necessario. Preparar imediatamente antes de usar.

A Solugdo de Acetato ’de a-naftilo é preparada dissolvendo o contetido de 1 capsula Acetato de
a-naftilo em 2 ml de Eter monometilico de etilenoglicol. Remover 1 cépsula do congelador, conforme
necessario. Preparar imediatamente antes de usar.

A Solugdo diluidora de Tampdo TRIZMAL™ 6,3 é preparada misturando 1 parte de Concentrado de
tampé&o TRIZMAL™ 6,3 com 9 partes de dgua desionizada. O pH deve ser de 6,3 a 25 °C.

A Solugdo diluidora de Tampdo TRIZMAL™ 7,6 é preparada misturando 1 parte de Concentrado de
tampé&o TRIZMAL™ 7,6 com 9 partes de agua desionizada. O pH deve ser de 7,6 a 25 °C.

A Solugdo de Hematoxilina de Mayer e a Solugdo de Hematoxilina acida devem ser filtradas antes
da utilizagdo.

A Solugdo diluidora de Citrato é preparada diluindo 1 parte de Concentrado de Citrato com 9 partes
de &gua desionizada; com um pH de 5,4 quando diluida.

Fixador de citrato-acetona-metanol: A 18 ml de Solugdo diluidora de Citrato, adicionar 27 ml de
Acetona de grau ACS e 5 ml de Metanol. Conservar firmemente tapado a temperatura ambiente
(18-26 °C). Eliminar apés 8 horas.

Precaugdes

Os DIV incluidos nestes kits destinam-se a utilizagdo para diagnéstico in vitro num ambiente de
laboratério clinico. Estes DIV destinam-se apenas a utilizagdo profissional por pessoal qualificado.
Os DIV da Sigma-Aldrich podem ser utilizados por técnicos de laboratdrio com formagdo no
manuseamento de amostras humanas potencialmente infecciosas e na utilizagdo de microscépios e
outros equipamentos laboratoriais e com percecdo cromatica e acuidade visual para distinguir cores
e outros objetos ao microscépio.

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

Procedimento

Colheita de amostras

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

E possivel utilizar sangue, peliculas de medula 6ssea, preparagdes por contacto de tecido e
citocentrifuga com esterase de acetato de a-naftilo e esterase de cloroacetato de naftol AS-D.

A EDTA ou heparina atuard como anticoagulante.® E possivel utilizar tecidos congelados e incluidos
em parafina com esterase de cloroacetato de naftol AS-D. A esterase de acetato de a-naftilo pode
ser utilizada com sucesso em secgBes de tecidos congelados.' E possivel conservar peliculas de
sangue ou medula 6ssea fixadas a temperatura ambiente (18-26 °C) durante varias semanas ou
ndo fixadas durante vérios dias sem alteragdo aprecidvel da atividade. 5,9 N&o expedir sangue
total para ensaio noutros laboratdrios. Enviar ldminas fixadas ou ndo fixadas. As ldminas devem ser
mantidos refrigeradas em trénsito. Permitir que as peliculas sequem durante, pelo menos, 1 hora
antes da fixag&o.

Notas

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

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

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

Procedimentos

Procedimento de Esterase de cloroacetato de naftol AS-D

1. Fixar as ldminas durante 1 minuto num Fixador de citrato-acetona-metanol a temperatura
ambiente (18-26 °C).

2. Lavar cuidadosamente em &gua desionizada e deixar secar ao ar durante, pelo menos,
20 minutos.

3. A 50 ml de Solugdo de Tampé&o diluidor TRIZMAL™ 6,3, PRE-AQUECIDA ATE 37 °C, adicionar,
com agitagdo constante, o contetido de 1 capsula de Sal rapido Corinth V.

4. Quando o sal estiver completamente dissolvido no tamp&o, adicionar 2 ml de Solugdo de
Cloroacetato de naftol AS-D. A solug&o ird surgir bastante turva.

5. Continuar a misturar durante 15-30 segundos e, em seguida, adicionar a jarra de Coplin.
NAO FILTRAR.

6. Colocar as amostras em solugéo de coloragdo (a partir do Passo 5) e incubar a 37 °C durante
5 minutos.
NOTA: PROTEGER DA LUZ.

7. Remover as laminas da coloragdo e lavar em adgua desionizada durante 3 minutos. Eliminar a
solugdo de coloragdo.

8. Se pretendido, efetuar a contracoloragdo em Solugdo de Hematoxilina acida durante
5-10 minutos e lavar em agua da torneira.

9. Deixar secar ao ar as laminas e examinar microscopicamente. Se for necessario utilizar
lamelas, utilizar apenas um meio de montagem aquoso.
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Procedimento de Esterase de acetato de a-naftilo

1. Fixar as laminas num Fixador de citrato-acetona-metanol durante 1 minuto a temperatura
ambiente (18-26 °C).

2. Lavar cuidadosamente em agua desionizada e deixar secar ao ar durante, pelo menos, 20 minutos.

3. A 50 ml de Solugdo de Tamp&o diluidor TRIZMAL™ 7,6, PRE-AQUECIDA ATE 37 °C, adicionar, com
agitagdo constante, o contetido de 1 capsula de Sal azul rapido RR.
4. Quando o sal estiver completamente dissolvido no tamp&o, adicionar 2 ml de Solugéo de Acetato
de a-naftilo. A solugdo serd amarela e ligeiramente turva.
5. antinuar a agitar durante 15-20 segundos e, em seguida, adicionar a jarra de Coplin.
NAO FILTRAR.
6. Colocar as amostras em solugdo de coloragdo (a partir do Passo 5) e incubar a 37 °C durante
30 minutos. NOTA: PROTEGER DA LUZ.
7. Remover as laminas da coloragdo e lavar, durante 3 minutos, em agua desionizada. Eliminar a
solugdo de coloragdo.
8. Se pretendido, efetuar a contracoloragdo, durante 5-10 minutos, em Solugédo de Hematoxilina
de Mayer e lavar em &gua da torneira.
9. Deixar secar ao ar as laminas e examinar microscopicamente. Se for necessario utilizar lamelas,
utilizar apenas um meio de montagem aquoso.
Procedimento de coloragédo dupla da Esterase
1. Realizar o teste de Esterase de acetato de a-naftilo conforme descrito em Procedimento.
N&o efetuar a contracoloragdo.
2. Enxaguar as laminas, durante 5 minutos, em &gua desionizada.
3. Realizar o teste de Esterase de cloroacetato de naftol AS-D conforme descrito nos
Passos 3-9 do Procedimento.

Procedimento de esterase de acetato de a-naftilo com inibicdo do fluoreto

Embora a esterase de acetato de a-naftilo seja encontrada principalmente em células de linhagem
monocitica quando o procedimento é realizado conforme descrito, deve ser reconhecido que os
megacaridcitos e precursores eritrdides sdo positivos para esta enzima.!' Os linfocitos e alguns
granulécitos maduros exibem também uma positividade ocasional.® Para diferenciar estas células
conclusivamente dos mondcitos, o fluoreto de sddio é incorporado com o sistema de incubagdo.

A enzima do mondcito é inativada na presenga deste composto.i? O seguinte procedimento pode ser

Tipo de célula Esterase de Esterase de

cloroacetato de acetato de
naftol AS-D a-naftilo
Mondcitos - +
Linfécitos - +
Linfoblastos — +
Megacaridcitos — +
Eritroblastos - +
Plasmdcitos - +
Mastdcitos + —
Células pilosas — +
Histidcitos + +

O sistema de reagentes deve ser monitorizado através da utilizagdo de Idminas de controlo positivo e
negativo. As Idminas de controlo positivo podem ser preparadas a partir de linhas celulares especificas
conhecidas como positivas.

Alternativamente, também pode utilizar sangue anticoagulado de amostras normais (de preferéncia com
aumento da contagem de mondcitos se utilizar o procedimento esterase de acetato de a-naftilo); no
entanto, elas fornecem uma coloragdo menos intensa e tém menos células positivas.

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

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

Caracteristicas do desempenho analitico

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

utilizado para realizar o teste de inibicio do fluoreto N.° de Descrigao do Alvo Especificidade Sensibilidade Especificidade Sensibilidade
! cat. produto intr i intr i interensaio interensaio
1. Fixar as laminas num Fixador de citrato-acetona-metanol durante 1 minuto a temperatura e . Locais de
ambiente (18-26 °C). 9010 Dimetilformamida atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
2. Lavar cuidadosamente em dgua desionizada e deixar secar ao ar durante, pelo menos, 20 minutos. 9011 Etder rr;_cinomel_tl’lii:o Lgca_lijs ge 3de3 3de3 3de3 3de3
3. Rotular dois copos A e B e adicionar o seguinte: € etilenoglicor atividade
Cloroacetato de Locais de
CopoA  Copo B 905 naftol AS-D atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
Solugdo de Tampéo diluidor TRIZMAL™ 7,6 pré-aquecido até 37 °C 50 ml 50 ml 906 Acetato de a-naftilo  Identidade 3de3 3de3 3de3 3de3
Adicionar com agitagdo constante, Sal azul rapido RR 1 cépsula* 1 capsula* Concentrado de Locais de
903C ~ g 3de3 3de3 3de3 3de3
Solug&o de Acetato de a-naftilo 2 ml 2ml Tamp&oTRIZMAL™ 6,3 _ atividade
= L _ Concentrado de Locais de
Solugdo de Fluoreto de sodio 2 mi 902C Tampdo TRIZMAL™ 7,6 atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
*Conteldo de 1 cépsula =
MHS1 Hematso‘i'i‘ljif’:dieMa o Nicleos 3de3 3de3 3de3 3de3
4. Misturar bem e verter para as jarras de Coplin rotuladas com A e B. Solucio d Y!
) X . . Cnafti olugdo de .

5. Prosseguir conforme descrito nos Passos 6-9 do Procedimento de Esterase de acetato de a-naftilo. 2852 Hematoxilina acida Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3
Caracteristicas do desempenho FBS25  Sal azul rapido RR ;‘t’lf,al"jsag: 3de3 3de3 3de3 3de3
Método de classificagao 9015  Sal rpido Corinth V ';‘t’lf,alésag: 3de3 3de3 3de3 3de3
Digitalizar a pelicula e selecionar uma area fina com poucos eritrocitos. Os locais de atividade de -

Esterase de cloroacetato de naftol AS-D surgem como granulagdo vermelha brilhante, e a Esterase de 3861 Concentrado de Citrato ';fi(\:’ai('fag: 3de3 3de3 3de3 3de3

acetato de a-naftilo como granulagdo preta. Classificar de 0 a 4+ com base na quantidade e intensidade
de corantes individuais no citoplasma dos respetivos tipos de células. As caracteristicas da classificagdo
baseiam-se numa interpretagdo algo subjetiva. Um formato de classificagdo sugerido é apresentado na

Tabela 1. As conclusBes centram-se na presenca relativa ou auséncia de coloragdo.

Tabela 1. Caracteristicas da classificagdo

Classificagdo das células  Intensidade da coloragdo Interpretacao
0+ Nenhum/a —
1+ Ténue a moderada +
2+ Moderada a forte +
3+ Forte +
4+ Brilhante +

Resultados

Esterase de cloroacetato de naftol AS-D

Geralmente, esta enzima é considerada especifica para células de linhagem granulocitica. As células
devem exibir uma granulagdo vermelha. A atividade é fraca ou ausente em termos de mondcitos

e linfocitos.

Esterase de acetato de a-naftilo

Nas condigdes do ensaio (pH 7,6), esta enzima é detetada principalmente em mondcitos, macréfagos e
histidcitos e encontra-se virtualmente ausente em granulécitos. Os mondcitos devem exibir granulagdo
preta. Ocasionalmente, os linfocitos podem exibir atividade.

Esterase de acetato de a-naftilo com inibigdo do fluoreto

Todas as células de linhagem monocitéria serdo negativas para atividade enzimatica, exceto os
histidcitos diferenciados ou macréfagos especializados em tecidos que podem também ser resistentes
ao fluoreto de sédio.!®

Coloragao dupla da Esterase

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

A reatividade celular esperada dos testes da atividade da esterase esta resumida na Tabela II.

Tabela II. Reag0es citoquimicas das células sanguineas

Esterase de Esterase de

Tipo de célula cloroacetato de acetato de
naftol AS-D a-naftilo
Mieloblastos + +
Promielécitos + +
Neutrofilos + —
Eosindfilos — —

Basofilos + —

Avisos e Perigos

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

390A:

S SO®

H301 + H311 + H331 Tdxico por ingestdo, em contacto com a pele ou por inalagdo.
H315 Provoca irritagdo cuténea.

H317 Pode provocar uma reagdo alérgica cutanea.

H318 Provoca lesdes oculares graves.

H341 Suspeito de provocar anomalias genéticas

H350 Pode provocar cancro.

H410 Muito téxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

P273 Evitar a libertagdo para o ambiente.

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

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

P302 + P352 + P312 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE_: Lavar abundantemente com agua.
Caso sinta indisposigdo, contacte um CENTRO DE INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.

P304 + P340 + P311 EM CASO DE INALACIT\O: Retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e
manté-la numa posigdo que ndo dificulte a respiragdo. Contacte um CENTRO DE INFORMAGAO
ANTIVENENOS/médico.

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

Caso tenha ocorrido algum incidente grave durante a utilizagdo deste dispositivo
ou como resultado da sua utilizagdo, comunique-o ao fabricante e/ou ao respetivo
representante autorizado e a sua autoridade nacional.
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Definigées dos simbolos
Simbolos conforme definidos na norma EN ISO 15223-1:2021
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03dnyieg xpriong

KIT a-vapBOuA-0&IkoU AeUKOKUTTApwV (N €10IKA
gotepdaon) kal Naphthol AS-D xAwpoo&ikou
AEUKOKUTTApwV (€10IKM €0TEPAON)

MRRCK

Aiadikaoia ap. 90

[vo] C€

Mpoopi1Zopevn Xprion

Ta kit Naphthol AS-D XAwPOOEIKNG £0TEPACNG Kal a-va@OUA-0EIKNG E0TEPAONG TNG Sigma-Aldrich
npoopilovTal wg IGTOAOYIKN XPWON YEVIKAG EpYACTNPIAKAG XProng. Ta avmidpactrpia Naphthol

AS-D XAwPOOEIKNG E0TEPACNG Kal a-vapBUA-0EIKNG EGTEPACNG NPOOPIZOVTal HOVO yIa eNayYEAUATIKT

«in vitro d1ayvwaTikn Xprion». AUTH N KN auTOpaTn, NoIOTIKR, I0TOXNHIKN diadikacia avayvwpilel

TN dpacTnpidTnTa TNG naphthol AS-D xAwPOOEIKNG E0TEPACNG Kal TNG a-vaPBUA-0EIKNG E0TEPATNG

oTa AeUKOKUTTapa GIAY avBpmnivou aipatog, Huehol TwV 00TAV I NAPACKEUAOHATWY 10TV
anoTUNWHATIKNG KUTTApOAOYiag. H IGTOAOYIKI ONTIKOMOINGN TWV KUTTAPIKWV ECTEPACMY AEUKOKUTTAPWV
€ival pia Jovadikr TEXVIKM Nou €ni TOU NapOvVToG XPNOIHOMOIEITAl EUPEWG TTNV IATPIKT.

OI KUTTAPIKEG E0TEPATEG €ival NAVTAYXOU NAPOUCEG KAl PpAiVETAl VA AVTINPOOWNEUOUV HIa OEIPa
J1aPOPETIKWV EVIUNWV Mou dpouv Ot EMAEYHEVA UNOOTPWHATA. YNO KABOPICHEVEG CUVORKEG
avTidpaong, Unopei va gival duvatog o NpoadiopIoHOG TUNWY AIHOMOINTIKWY KUTTAPWY,
XPNOIHONoIVTAG €I8IKA UNOOTPWHATA €0TEPATNG. O MEPIYpaPOUEVEG HEBOSOI NApEXOUV PETA yia TN
31GKPIoN TWV KOKKIOKUTTAPWYV anod Ta povokuTTapa.ls

Ma va npaypartonomn®ei n dokiun, Ta QIAY aipaTtog, HUEAOU TWV O0OTMV 1 Ta NAPACKEUACHATA 10TWV
anoTunWHaTIkAG KuTTapohoyiag enwalovTal eite pe naphthol AS-D XAwPOOEIKO €iTe e a-vapBUA-
0&Ikd napouaia evog oTtabepou alatog dialwviou. H evUHATIKr USPOAUCN TWV ECTEPIKAOV SECHMV
aneheuBepwvel eAeUBEPEG EVMOEIG VaPBOANG. AuTEG npayparonololv oUeuEn pe To alag dialwviou,
oxnHaTifovTag £Vrova XpwHaTIOPEVEG EvAnoBETelG 0Ta onueia evUPIKAG dpacTnpIdTTAG.

AvTidpaoTipia

Aipgbulooppapidio (Ap. kataAdyou 9010-25ML)

AipeBulo@oppapidio, 100% Kivduvog. Yypo kar aTuoi elpAekTa. Mnopei va eivar eniBAaBég oe
nepintTwaon karanoong. EniBAaBEG o€ ena@n pe To déppa. MpokaAei Ao pebioud Tou dEPUATOC,.
MNpokaAei coBapo opBaApIko epeBiopo. ToEIKO OE NePINTWaN €I0MvVongG. Mnopei va BAayel To €uppuo.
EpodiaoTeiTe e TIG €181KEG 0dnyieg NpIv anod Tn xpron.

MovopeBuAaiBépag aiBulevoyAukdAng (Ap. kaTahoyou 9011-25ML)

2-MeBo&u-aiBavoin, 100% Kivduvog. Yypo kal atpoi eU@AekTa. Mnopei va eival eniBAapeg oe
nepinTwaon karanoong. EniBAaBEG o€ enagn pe To déppa. MpokaAei Mo epebioud Tou dEPUATOG,.
MNpokaAei coBapo opOAAUIKO epeBIoNO. TOEIKO OE NEPINTWON €10MVONG. Mnopei va BAawel T
yovipoTnTa n 7o £UPPUO. EQOBIAcTEITE pE TIG E1I0IKEG 0dNYiEG Mpiv and Tn Xpnon.

Naphthol AS-D xAwpoo¥&iko (Ap. kaTtaldyou 905-10CAP)

Naphthol AS-D xAwpoo&Iko, 20 mg/kawdakio.

a-va@OuA o&iko (Ap. katahoyou 906-10CAP)

Naphthol AS-D xAwpoo&ikd, 20 mg/kayakio Kivduvog. MpokaAei copapr) opBaApikr BAGRN. Na
(pOpATE NPOCTATEUTIKA YAVTIA/HEDA ATOUIKAG NpoaTaciag yia Ta pdTia/To npoéowno. SE NEPINTQSH
EMNA®HS ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO YIa APKETA AenTd. Av UNAPXOUV (PAKoi
£NAPNG, aPaipéCTE TOUG, av eival eUKOAO. ZUVEXIOTE va EENAEveTE.

ZupnUkvepa pubuioTikou diaAUparog TRIZMAL™ 6.3 (Ap. kataAdyou 903C-50ML)
TRIZMA® maleate, 200 mmol/L. MpoaoTiBeTal XAWPOPOPHIO WG CUVTNPNTIKO

Zupnukvepa pubpioTikoU diaAUpartog TRIZMAL™ 7.6 (Ap. kataAdyou 902C-50ML)
TRIZMA® maleate, 200 mmol/L. MpooTiBeTal YAwpoPOPUIO WG GUVTNPNTIKO

AiaAupa aiparo§uAivng Mayer (Ap. kataAoyou MHS1-100ML)
AipaTto&uAivn, niotonoinuévn, CI 75290, 0,1% (w/v) kai oTaBeponoinTeg

'0&1vo di1aAupa aipatoEuAivig (Ap. kataldyou 2852-100ML)
Aipato&uAivn, nictonompévn, CI 75290, 1 g/L, kai ataBeponointég, pH 3,3 otoug 25 °C

AAag Fast Blue RR (Ap. kataAoyou FBS25-10CAP)

Fast Blue, C.I. 37155. Mpoduyiopéva kawdkia. To npaypatikod Bapog ava Kaywakio Ba noikiAAel
avahoya pe TNV kabapodTnTa TNG NapTidag TNG XPWOTIKAGKaAl £l BeATIOTOMNOINOEI pETw dokipaciag.
‘AAag Fast Corinth V (Ap. kataAdyou 9015-10CAP)

‘ANag Fast Corinth V, 18-22 mg/kawakio Kivduvog. EniBAaBEg o nepinTwon katanoong. EmBAapeg
o€ enaen We 1o deppa. EmPBAaBEC oe nepinTwaon 10nvong. Mnopei va NPoKaAéael KapKivo.
EpodiaoTeite e TIG €181KEG 0dnyieg npiv and Tn Xpron. Na popdTe NpoaTaTeuTika yavria/
NpOOTATEUTIKA £vdUNATA.

Zupniukvepa KITpIkoU 0§£og (Ap. katahoyou 3861-20ML)

PuBuIoTIKO didAupa KITpIK®wY, 0,38 mol/L, pH 5,4 6Tav apai@veTal cUPPva pe T diadikacia

Eid1ka UAIKG nou anaiTouvTal aAAd dev napexovTai

e MegBavoAn, andoAutn

e AkeTOVN, avTidpactrpio ACS

* AlaAupa @Boplolxou vaTpiou (Ap. katahoyou 919-25ML) ®Bopiolxo vaTpio, 2 g/dL

®UAaEN kal oTaBepdTnTa

To dipeBuA@oppapidio, o povoueBulaiBEpag alBUAEVOyAUKOANG, TO CUHNUKVWHA PUBHICTIKOU
diaAUpatog TRIZMAL™ 6.3, To oupnUkvwpa pubpioTikoU diaAupatog TRIZMAL™ 7.6, To diaAupa
aigato&uAivng Mayer kai To didAupa o§iknGg aigato§uAivng puAdooovTal o€ Beppokpaacia dwpatiou
(18-26 °C).

To Naphthol AS-D xAwpoo&ikd, To a-va@BuA oikd kai To ahag Fast Blue RR guAdacoovTal oe
Beppokpacia katw Twv 0 °C.

To aAag Fast Corinth V kai To KITPIKO cUPNUKVWEA GUAGcoovTal oe Wuyeio (2-8 °C).

To Naphthol AS-D xAwpoo&iko, To a-va@BuA 0&Ikd, To dAag Fast Blue RR kai To aAag Fast Corinth V
gival oTabepa pEXPI TNV NUEpopnvia ARENG Mou avaypageTai oTIG ETIKETEG.

To apaiwpévo KITPIKO diaAupa eival oTabepo yia 1 eBdopada, eav GUAACTETAl PE TO KANAKI EPUNTIKA
KAEI0TO 0 Beppokpaaia dwuatiou (18-26 °C).

To oupnUKvwKa pubpioTikoU diaAUpaTtog TRIZMAL™ 6.3, To CUHNUKVWHA puBUIOTIKOU dlaAlpaTog
TRIZMAL™ 7.6 Kal TO KITPIKO CUMNUKVWKA gival KaTaAANAa yia xprion anouaia PiIkpoRIakig
avanTugng.

®Bopiouxo varpio, 2 g/dL. ®uldooeTe oe Beppokpacia dwuatiou (18-26 °C). Xpnaiyonolgital eav
ekTeAeiTal «diadikacia a-va@BuA o§IkNAG ECTEPACNG HE AVATTOAN GBopiou».

ANAoiwan

AnoppiyTe To dipeBuroPoppapidio kai Tov povopeBulaiBépa aiBulevoyAukoAng eav eivai
XPwHATIOPEVA 1) BOAG.

To apaiwpévo pubuIoTIKG diaAupa TRIZMAL™ 6.3 kai To apalwpévo pubuIoTIKO diaAupa
TRIZMAL™ 7.6 6a npénel va XpnaoiponoloUvTal gia gopd Kal 0Tn CUVEXEIA va anoppinTtovTal.

AnoppiyTe To diaAupa aipaTto&uAivng Mayer kai To 0&ivo didAupa aigaTo§uAivng, 0Tav o Xpovog
nou anaiTeiTal yia Tnv KataAAnAn Xpwaon unepBaivel TOV GUVICTOHEVO XPOVo TNG diadikaciag kata
nepicooTEPaA anod 5 AenTa.

Mapaokeun

To diaAupa Naphthol AS-D xAwpoo&ikd napackeualetal dlaAUovTag To NepieXOHEVO 1 Kayakiou
Naphthol AS-D xAwpoo&ikou o 2 mL dieBuA@oppapidiou. ApalpéaTe 1 Kaywakio ano Tov
KATaWuKTn, €av XpeldleTal. MPOETOINAOTE AUECWG NPIV ano Tn Xpnan.

To diaAupa a-va@BuA o&ikoU napackeualeral diaAliovTag To nepiexOHevVo 1 kawakiou a-va@OuA
o&ikoU og 2 mL povoueBuAaiBEpa ailBuhevoyAUKOANG. ApaipéaTe 1 kawdkio and Tov KaTaywukTn,
€av xpelaleral. MpoeToIpaoTe AUESWG NpIv and Tn xpnon.

To apaiwpévo pubpioTiko didAupa TRIZMAL™ 6.3 napaokeualeral apaimvovtag 1 uépog
OUMNUKVOUATOG pUBUIOTIKOU diaAUpaTog TRIZMAL™ 6.3 pe 9 pépn anioviopévou vepou.
To pH npéner va eival 6,3 oToug 25 °C.

To apaiwpévo pubpIoTIKO diaAupa TRIZMAL™ 7.6 napackeualeral apaimvovTag 1 pépog
GUHNUKVOUATOG pUBKICTIKOU S1aAUpaTog TRIZMAL™ 7.6 pe 9 pépn amiovIoHEVOU VEPOU.
To pH npénel va eival 7,6 otoug 25 °C.

To diaAupa aipato&uAivng Mayer kai To 0&ivo diaAupa aiaTo&uAivng Ba npénel va GIATpapovTal npiv
ano Tn xpnon.

To apaiwpévo KITpIkO diIaAupa NapackeudaleTal apai®vovTag 1 HEPOG CUPNUKVMUATOG KITPIKOU
He 9 pépn anioviopévou vepou. pH 5,4 dtav apaiwveral.

MovIponoInTIKO KITPIKOU-AKETOVNG-HEBaVOANG: & 18 mL apaiwpévou KITpikoU diaAlpaTog,
npooboTe 27 mL akeTovng kabapdTnTag ACS kai 5 mL peBavoAng. QUAACOETE PE To KAndki
£pUNTIKG KAEIOTO 0t Bgppokpaania dwpatiou (18-26 °C). AnoppiyTe PETA and 8 WPEG.

MpopuAdgeig

Ta Bon®rjpata IVD nou nepiAapBavovTal g auTta Ta KIT NpoopidovTal yia in vitro diayvwaTikn xprion
og nepiBAAAov kAIVIkoU epyactnpiou. Autd Ta BonBrpata IVD npoopiovTal yia enayyeAHaTIKn
XPnon povo ano eEeIdIKeUpPEVO Npoowniko. Ta Bondnpara IVD Tng Sigma-Aldrich pnopouv va
XpnaoigonoioUuvTal and epyacTnpiakod Npoowniko TO OMoio €ival ekNaideuPevo va xelpileTal avbpaniva
deiyparta nou pnopei va eival JOAUGHATIKA, va XPNOIKOMOIEl HIKPOOKOMIa Kal GAAOV €pyacTnpiako
£E0MAIONO Kal d1aBéTel avTiAnwn TWV XpWHATWV Kal onTIKR o§UTNTA yia va diakpivel Ta XxpouaTa Kai
AAAa avTikeipeva KATw ano To PIKPOOoKOMIo.

Mpénel va akoAouBouvTal ol GUVHBEIG NPOPUAAEEIG KaTA TOV XEIPIOHO EpYACTNPIAKMV
avTidpaoTnpinv. AnoppiyTe Ta andBANTA THPWVTAG OAOUG TOUG TOMIKOUG, NMOAITEIAKOUG,
nepipepeiakolq f €BVIKOUG KAvovioHoUG.

Aiadikacia
SuAAoyn delypaTwv

Kapia yvwoTr péBodog dokipaciag dev pnopei va npoo@éper nAnpn diapeBaiwon oTi Ta deiypara
aiparog ry 10ToU dev Ba peTadwoouv AoilwEn. Enopevmg, OAa Ta napdywya aipatog r Ta deiypara
10ToU Ba npénel va BewpouvTal WG dUVNTIKAG HOAUCUATIKA.

MnopoUv va xpnaiponoinBouv GIAY aipaTtog, HUEAOU TWV 00TWV, NAPACKEUAOHATA 10TV
anoTUNWHATIKNAG KUTTAPOAOYIAG KAl MAaPacKEUAONATA KUTTAPO-(PUYOKEVTPNONG TOGO HE a-VaPOUA-
oEIkn eaTepaon 000 Kail Pe naphthol AS-D xAwpoo&ikr eoTepaaon. Eite To EDTA €ite n nnapivn

Ba xpnoideloel WG avTINnKTIKO.® KaTEWUYHEVOI Kal EYKAEICUEVOI OE napaivn 10Toi unopouv va
xpnoigonoinBouv pe naphthol AS-D xAwpoo&ikn eaTepdon. H a-va@OuA-o&iKr e0TEPACN HNOPEI

va Xpnaoiponoindei Ye enituxia o€ KATEWUYHEVEG TOWEG 10TOU. 10 Ta @IAY aipaTtog ) pUeAoU Twv
00TV PNopoUV va GuAayxBoUv Hoviponoinuéva oe Beppokpaacia dwuatiou (18-26 °C) yia apKeTEG
£BOONABEG 1) PN HOVIHOMOINKEVA YIa APKETEG NHEPEG XWPiG al0BNnTr aAAayn oTn dpacTtnpioTnTa.>?
Mnv anooTEAAETE NARPEG aipa yia avaiuon o GAAa epyacTrpid. ANOOTEANETE HOVILOMOINUEVEG 1) HN
HOVIHOMOINUEVEG AVTIKEINEVOPOPOUG. OI aVTIKEIMEVOPOPOI NPENE! va dlatnpolvTal Spooepés KaTa Tn
HETAPOPA. APOTE Ta GIAY VA OTEYVMOOUV TOUAAXIOTOV 1 pa Mpiv and Tn Hoviponoinan.

SNHEINOEIG

O1 neplypa@opeveg diadikaoieg ektehoUvTal oToug 37 °C. Eav Ta avmidpaotiipia dev Bpiokovral

OE auTnV Tn Beppokpaaia, YNopei va npokUWouv aoBeveig 1 apvnTIKEG avTIdPACEIG. ZuvIaTATal O
ENEYX0G TNG BeppoKpaciag Pe €va BepUOPETPO akpiBeiag. Ta udatohouTpa eAeyXOuevnGg Beppokpaaiag
€ival Nio anoTeAECUATIKA and Toug ENwaacTrpeg Beppol agpa kal Ba npénel va xpnaoigonololvTal yia
£VIUMIKEG KUTTAPOXNMIKEG HEBODOUG. H HeTapopd BeppdTNTAG HECW TOU YuaAioU €ivai nio ypryopn
ano o,TI HECw Tou NAACTIKOU, ENOMEVWG, Ba npénel va xpnaoidonololvTal yudAiva doxeia Coplin.

MoAAG cuoTrpaTa evlUPwy €ival euaiodbnTa o€ PHIKPOOKOMIKA ixvn anoppunavTikou. To nAlacIyo
TWV YUGAIVOV OKEUMV HE aPAIWHEVO AEUKAVTIKO Kal KATonv To &ENAupa pe apBoveg noooTnTEG
anioviopévou vepol Ba anoTpEwel TNV enidpacn Tou anoppunavTikoU 0Ta KUTTApIKA eviupa.

Ta anoteAéopata BaoilovTal oe kanolo BaBpd UNOKEIPEVIKNG eppnveiag. To kB epyacTrpio Ba
npEnel va opioel To 3IKO ToU PUTIOAOYIKO EUPOG.

Aladikaaoieg

Ailadikacia Naphthol AS-D xAwpoo&IKNG E0TEPACNG

1.  MOVIPOMOIACTE TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG YIa 1 AENTO GE HOVILOMOINTIKO KITPIKOU-AKETOVNG-
HebavoAng o Beppokpaaia dwuatiou (18-26 °C).

2. TIAUVeTE KAAG O€ AMIOVIOPEVO VEPD Kal OTEYVMOTE OTOV A£PA Yia TOUAdXIoTov 20 AenTd.

3. e 50 mL apaiwpévou pubpioTikoU diaAupatog TRIZMAL™ 6.3, npoBeppacpévou aTtoug 37 °C,
NpooBEATE e OUVEXN avadeuan To NepleXOHevVo 1 kayakiou aAaTog Fast Corinth V.

4. 'Otav To GAag diaAuBei NANPWG aTo pubpIOTIKO SidAupa, NpoaBéaTe 2 mL diaAupatog Naphthol
AS-D xAwpoo&ikoU. To didAupa Ba @aiveral apkeTa BoAd.

5. SuveyioTe Tnv avaueign yia 15-30 deutepOAenTa kal HETa npoaBaTe aTo doxeio Coplin.
MH ®IATPAPETE.

6. TonoBetroTe Ta deiypaTa aTo diaAupa Xpwaong (anod To Brpa 5) kal enwacTe otoug 37 °C yia
5 AenTa.
ZHMEIQZH: MPOXTATEYZTE AMO TO Q.

7. AQQIPECTE TIG QVTIKEIMEVOPOPOUG anod Tn Xpwaon Kal MAUVETE TIG OE AnioVIGHEVO VEPO yia
3 AenTd. AnoppiyTe To SIGAUKA XPWONG.
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8. Edv &ival eniBupnTo, MpayparonoinoTe avTixpwaon oe didAupa 6&ivng aipato§uAivng yia
5-10 AenTa kal NAUVETE e vepd Bpuong.
9. ZTEYVWOTE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG OTOV EPA Kal EEETACTE TIG HIKPOOKOMIKA. EGv anaiteital kaAuyn
He kaAunTpida, xpnoidonoinoTe povo udaTika PEaa KAAUWNG.
Aiadikacia a-va@OuA-o&IkNnG ecTEpaoNg
1. MoVIPOMOINCTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG OE HOVIHOMOINTIKO KITPIKOU-AKETOVNG-HEBaVOANG yia
1 A\enTd o€ Beppokpaaia dwpatiou (18-26 °C).
2. TMAUveTe KOG O€ ANIOVIOKEVO VEPO Kal OTEYVWOTE GTOV AéPa yia TouAdyioTov 20 AenTad.
3. Ze 50 mL apaiwpévou pubuioTiKoU dlaAUpaTog TRIZMAL™ 7.6, npoBeppacpévou atoug 37 °C,
nNpooBETTE pE ouveX avadeuon To neplexOpevo 1 kayakiou ahatog Fast Blue RR.
4. 'OTav To AAag diaAubsi NARPWG 0To PUBUIOTIKO didAuKa, NpooBéoTe 2 mL diaAlpaTog a-va@BuA
o&ikoU. To diaAupa Ba eivar KiTpIvo Kal EAaPp®G BOAO.
5. SuveyioTe Tnv avadeuon yia 15-20 deutepOAenTa kal PTG npoaBEaTe oTo doxeio Coplin.
MH ®IATPAPETE.
6. Tono6ernoTe Ta deiypara aTo didAupa xpwong (and To Brpa 5) kai enwdaoTe atoug 37 °C yia
30 Aentd. SHMEIQSH: NMPOSTATEYSTE AMO TO Q5.
7. AQQIpETTE TIG AVTIKEILEVOPOPOUG anod Tr XpWOon Kal MAUVETE TiG yia 3 AENTA O€ anioVIOUEVO VEPO.
AnoppiyTe TO SIAAUNA XPWONG.
8. Edv eival eniBupnTo, MpayparonoinoTe avtixpwaon yia 5-10 AenTa o€ diaAupa aipgato&uAivng Mayer
Kal NAUVETE Pe vepod Bplang.
9. ZTEYVWOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG OTOV AEPA Kal EEETACTE TIG HIKPOOKOMIKA. EGv anaireital kaAuyn
HE KaAunTpida, xpnoidonoinoTe Hovo udaTika PEaa KAAUWNG.
Aiadikacia eoTepaong SINARG Xp®ONG
1. ExTeAéoTe Tn Sokipn a-va@BuA-oEIKnG eaTEPACNG ONWG NeEPIypapeTal otn Aiadikacia. Mnv
npaypaTonoIeiTe avTixpwaorn.
2. ZenAUVETE TIG QVTIKEIMEVOPOPOUG YId 5 AENTA GE AMIOVIOHEVO VEPOD.
3. EkTteAéoTe Tn dokipn Naphthol AS-D xAwpoo&IknG 0TEPATNG ONWG NePIypageTal ota Brparta 3-9
NG Aladikaaoiag,.
Aiadikacia a-va@OuA o&IkNG eoTepaong He avacToAn gBopiou
MapodAo nou n a-va@BuA-oEiKr E0TEPACN ANAVTATAI KUPIWG OE KUTTAPA HOVOKUTTAPIKAG KATAYWYNG
OTav eKTEAEITAI ONWG NEPIYPAPETAI, Ba NPENEI va avayvwpIoTei OTI TA HEYAKAPUOKUTTAPA KAl TA
npodpopa epubpoeidn KUTTapa eival BTIKA yia auTo To EvEupo.!! Ta AeppokUTTapa Kai opicHEVa WPIKa
KOKKIOKUTTapa napoucialouv eniong nepiotaciakn OeTikoTnTa.® MNa va diagoponoindouv opioTIKA auTa
Ta KUTTApa anod Ta povokUTTapa, To GOoPIoUXO VATPIO EVOWHATMVETAlI 0TO oUCTNHA ENWAcNG. To évupo
TWV POVOKUTTApWY adpavornoleital napouaia autrg Tng évwong.'2 H akohoudn diadikacia punopsi va
XpnoigonoinBei yia Tnv ekTEAECN TNG DOKIKAG avacToAng ¢Bopiou.

1. MoOVIPOMOIACTE TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG OE HOVIHOMOINTIKO KITPIKOU-AKETOVNG-HEBAVOANG yia 1 AenTod
oe Beppokpacia dwpatiou (18-26 °C).

2. TIAUVeTE KaAG O€ AMIOVIOPEVO VEPD Kal OTEYVMOTE OTOV A£PA Yia TOUAdXIoTov 20 AenTd.

3. Emionuavere 2 notripia wg A kai B kal npooBeaTe Ta akdAouba:

Motipl A MotAp1 B
MpoBeppacpevo oToug 37 °C apaiwpevo 50 mL 50 mL
PUBHIOTIKO SIGAUMATRIZMAL™ 7.6
MNpooBéaTe pe ouvexn avadeuon, Fast Blue RR 1 kawdkio* 1 kayakio*
AiGAupa a-va@Bul oikou 2 mL 2 mL
AlaAupa @BopioUxou varpiou - 2 mL

*Mepiexdpevo 1 kayakiou

4. AvapeiEte kKaAa kai pigTe o€ doxeia Coplin pe enionuavon A kai B.
5. TpoxwpnoTe 6nwg neplypageTal ota Brpata 6-9 Tng diadikaaiag a-va@BuA-0EIKNG EaTEPATNG.

XapakTnpIioTikG anodoong
Tponog BaBuoAdynaong

SapwoTe To QIAY Kal EMIAEETE pia AenTn nepioxrn HE Aiya epuBpokUTTapa. Ta onpeia dpaotnpidTnTAg
NG Naphthol AS-D xAwpoo&iknG eaTeEpAaNG Ba eupavifovTal wg KOKKIwan e EVTOVO KOKKIVO XpWHa
Kal TNG N a-va@BuA-0&IKNG EOTEPAONG WG KOKKIWON HE HaUpo XpwHa. BaBpoloynoTe and 0 €wg 4+ pe
Baon TNV NooOTNTA Kal TNV £VTAON TWV ENIHEPOUG XPWATIKGMV TWV AVTIOTOIXWV TUNWV KUTTApWY HETa
0TO KUTTapOnAaopa. Ta xapakTnplioTika Tng BaBpoAoyiag BacilovTal o€ kKanolo BaBO O UMOKEIPEVIKR
epunveia. Mia npoteivopevn Hop@n BabpoAdynong napouaoialeral arov Mivaka 1. Ta cupnepdopara
EMNIKEVTPWVOVTAl TN OXETIKN Napoucia r anouacia Xpwaong.

Mivakag 1. XapaktnpioTika BaBuoloyiag

Ba®poAoyia kutTdpou 'Evracn Xpoong Eppnveia
0+ KaBdAou —
1+ Apudpn €wg pETpIa +
2+ METpia €wg évrovn +
3+ ‘EvTovn +
4+ MoAU évtovn +

AnoTeAéoparta

Naphthol AS-D xAwpooZikr eoTepaon

AuTO TO éviupo BewpeiTal ouVABWG €181KO YIa KUTTAPA KOKKIOKUTTAPIKAG KATaywyng. Ta KUTTapa npenel
va gupavifouv KOKKIVN Kokkinan. H dpacTtnpidotnTa gival acBevng i anoucialel oTa HovokUTTapa Kai Ta
Aep@okUTTapa.

a-va@OuA-oEIkn eoTeEpacn

Yno TIg ouvenkeg Tng dokipaaiag (pH 7,6), autd To éviupo aviXveleTal KUping o JovokUTTapa,
Hakpogaya kai 10TIoKUTTapa, Kal ouciacTika anouciadel 0Ta KOKKIOKUTTapa. Ta HovokUTTapa npénei va
ep@avifouv paupn Kokkiwan. Ta AeppokUTTapa Pnopei nepioTaciakd va napouciaouv dpactnpioTnTa.

a-va@OuA o§IkNn E0TEpAcN HE avacToAn ¢pOopiou

"'OAa Ta KUTTapa HOVOKUTTAPIKAG KaTaywyng 6a gival apvnTika yia evqupikn dpactnpidotnta, pe e&aipeon
Ta 31aPpoponoINUEVa IGTIOKUTTApa 1) Ta eEEISIKEUUEVA PHaKpOPAaya oTov 10TO, NOU PMopEi eniong va eival
avBeKTIKG 0To PBOopPIOUXO vAaTPIOo. 10

EoTepaon 3iInAng xpwong

Ta deiypara nou Aappavovrarl péow Tng diadikaciag SINAAG xpwong 8a ep@avifouv Ta KOKKIOKUTTApa He
KOKKIVIN KOKKi®woN Kal Ta HovokUTTapa e palpn KOKKiwon.

H avapevopevn KUTTapIKn avTidpacTikOTNTa TwV JOKIM®V yia T dpacTnpidTNTa TNG E0TEPACNG
ouvoyiletal aTov Mivaka II.

Nivakag II. KuTtapoxnuikég avTidpacelg TwV KUTTAPWY TOU aipaTtog

Naphthol AS-D a-va@OuA-o&ikn

TUnog KuTTapou

XAwpoo&ikn eoTepaon £g0TEPACN
MughoBAGoTEG + +
MpopuehokUTTapa + +

OudeTepOPIAa
HwoivopiAa - _

+ —

Naphthol AS-D a-va@OuA-o&ikn
XA®POOEIKN ecTEPACH goTEpaON
+ —

TUnog kKuTTdpou

BaoedpiAa
MovokUTTapa —
Nep@okUTTapa —
Nep@oBAaoTEG -
MeyakapuokUTTapa -
EpuBpoBAdoTeg —
KUTtTapa nAacpaTog —
MaoTokUTTapa + -
TpixwTa KUTTApa — +

W |+ | W[+

IoTokUTTapa + +

To oloTnua avTidpaoTnpiwy Ba npénel va napakoAouBeiTal Pe Tn Xpron BETIKWV Kal apvnTIKQOV
QVTIKEIHEVOPOPWV EAEYXOU. OI BETIKEG QVTIKEIHEVOPOPOI EAEYXOU HMOPOUV va napackeuaoTouv anod
OUYKEKPIPEVEG KUTTAPIKEG OEIPEG MOU Eival YVWaTO OTI €ival BETIKEG.

EvaAAakTikd, Unopei eniong va xpnaoigonoin®ei aipa Ye avTinnkTika and gualoAoyika deiyparta
(kata npoTiunon He au&nuévo apiBud HOVOKUTTApWY, €AV Xpnoiponolgital diadikacia a-vagOuAo oEIkng
£0TEPAONG). Q0TOCO, Ba NApEXOUV AlyOTEPO £vTOovn XPWon Kal Ba €xouv AlyoTepa BeTikd KUTTAPA.

O1 YVWOTEG apVNTIKEG QVTIKEIHEVOPOPOI AOBEVAOV HMOPOUV va Xpnaihonoinfouv wg apvnTikog EAEYXOG.
Edv dev undpyouv dIaBECIPEG, N XPWON EVOG dEiyHATOG OE £va PEIYHa EN®Aong napaieinovrag

TO UNOOTPWHA Ba dWaoel Ta eMBUPNTA anoTeAéopaTa. QaTOC0, N XPrON TOU NPWTOU CUVICTATAl
avenipUAakTa.

Edv Ta napatnpoUpeva anoTeAéopaTa SIapEPOUV and Ta AVAPEVOUEVA, EMIKOIVWVAOTE WE TNV TEXVIKN
unnpecia Tng Sigma-Aldrich yia Bondeia.

XapakTnpioTikG anédoong TnG avaAuong

Ta anoteAéopaTta anddoong TnG avaAuong yia Tig dedopéveg doKIKaoieg Nou npaypaTonoinénkav og OAeG
TIG OTOXEUOHEVEG dOPEG, EMIBERaI@VOUV TNV uaiodnaia, TNV €I8IKOTNTA Kal TV enavaAnyipoTnTa o
nocooTo 100%.

Ap. Nepiypagn 2T10X0G Eidikotnta Euaiclnoia Eidikotnra EuaioBnoia
kara- npoiovrog EVTOG TNG eVvTOGTNG METAZU TWV METASU TOV
Adyou av@Auong avaAluong avaAluocewv avaAUoswv

Aipgburopoppa- Znueia dpa-
9010 HidI0 oTnpIBTATAC 3oma3 3ota3 30ma3 301a3
o011 MovouebuhaiBépac  Znueia dpa- 5 o 3 30103 30703 30703
alBulevoyAukdAng  oTnpioTNTAG
Naphthol AS-D Snueia dpa-
905 XA@POOEIKD ompIdTATAC 3ota 3 3o0ta 3 30Ta3 30Ta3
906 a-va@OuA-0&Ikod TautéTnTa 3 o1a 3 3 ota 3 301a3 301a3
SupnUkvopa
puBuioTIKOU Snueia dpa-
903C BIGAUHATOC oTEIBTATAC 3ota3 3o1a3 301a3 30ta3
TRIZMAL™ 6.3
Supniukvepa
pUBUICTIKOU Snueia dpa-
902C BIaAUHATOC oTnpIGTATAC 3o0ta3 3o0ta3 30ta3 30ta3
TRIZMAL™ 7.6
MHS1 A'O)‘P”G aiuarogu- Muprveg 3o01a3 3o01a3 30Ta3 30Ta3
ANivng Mayer
‘O&Ivo diaAupa ,
2852 QINATOEUAIVIG Muprveg 3orma3 3orma3 3 0ra3 3ora3
) Znueia dpa-
FBS25 'AAag Fast Blue RR oTNPIOTATAC 3ota3 3ota3 3o0ta3 3o0ta3
‘AAag Fast Snueia dpa-
9015 Corinth V ompIdTATAC 3ota3 3ota3 30Ta3 30Ta3
SupnUkvopa Znueia dpa-
3861 KITpIKOU OEE0C oTpIBTATAC 3oma3 3o01a3 30ta3 3o0ma3

Mpo&Id0onoInoEIg Kal Kiviuvol

AvaTpeETe 0TO AeATio dEDOMEVWV AOMAAEIag Kal OTNV EMICAKAVON NPOIOVTOG YIa OMoIEGONMOTE
EVNHEPWHEVEG MANPOPOPIEG KIVOUVWY ) aOPAAEIAG.

390A:

S SOE

H301 + H311 + H331 To&IkO Oe NEPINTWON KATANOONG, O€ ENAPN WE TO dEPHA N OE NEPINTWON
€I0MVONG.

H315 MpokaAei €peBIOPO TOU dEPHATOG.

H317 Mnopei va npokaAéoer aANepyikn depuarikr avtidpaon.

H318 MpokaAei coBapr) o@Baipikn BAGRN.

H341 'YnonTo yia npOKANGN YEVETIKOV EAATTOHATWV.

H350 Mnopei va npokaAéoel Kapkivo.

H410 MoAU TOEIKO yia TOug UBPORIOUG OPYAVIGHOUG, HE HAKPOXPOVIEG EMNINTOTEIG.
P273 Na anogeUyetal n eEAeuBEPwan aTo NEPIBAANOV.

P280 Na ¢opdaTe NpoCTATEUTIKA YAVTIA/MPOCTATEUTIKA EVEUPATA/PETA ATOUIKNG NPOCTACIAG yid Ta
paTia/npdowno.

P301 + P310 ZE MEPINTQEH KATAMOZHS: KaAéoTe apéowg 1o KENTPO AHAHTHPIAZEQN/yiatpo.

P302 + P352 + P312 SE MEPINTQZH ENA®HS ME TO AEPMA: MAUveTe pe GpBovo vepod. KahéaTe To
KENTPO AHAHTHPIAZEQN/yiatpd, av aioBaveeite adiabeaia.

P304 + P340 + P311 SE MEPINTQSH EISNNOHS: MetapepeTe Tov naBovTa atov kaBapod agpa
Kal aproTe Tov va EekoupaaoTei o€ 0TACN nou dieukoAUvel Tnv avanvor). KahéoTte To KENTPO
AHAHTHPIASEQN/yiaTpo.

P305 + P351 + P338 ZE MEPINTQSH ENA®HS ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO YIa
ApKETA AenTA. Av UNAPXOUV PAKOi ENAPNG, APAIPETTE TOUG, AV €ival EUKOAO. SUVEXIOTE va EENAEVETE.
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Edv, kara tn 31apKEIa TNG XPONG autoU Tou BonOnHATOG I} WG anoTEAECHA THG

XPRAONG Tou, £X&1 CUHPBEI KANOI0 COBAPO NEPICTATIKO, NAPAKAAEIOTE VA TO AVAPEPETE

OTOV KATAOKEUAOCTN /KAl oToV €§0UCI030TNHEVO AVTINPOCWNO TOU KaAl OTNV €OVIKN

apxn TG x®pag oag.
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MAnpo@opisg enikoivoviag
Ma va kavere Jia napayyeAia, napakahoUpe eNIOKEPBEITE Tov 10TOTONO pag aTn dielBuvan

SigmaAldrich.com. lNa TeXVIKA €EUNNPETNON, NAPAKAAOUNE ENIOKEPOEITE T GeAida TEXVIKIG
€EunnpéTnong oTov 10ToTONO Kag aTn dielBuvon SigmaAldrich.com/techservice.

IoTopikd avaOewprioewv

Avab. 4.0 2014

Avab. 5.0 2016

Avab. 6.0 2023

'EYIVE HETAPOPA OE VEO UMODEIYUA HE TNV TPEXOUOA eNwVUMia. MpoadiopioTnke yia
£MAYYEAUATIK XPron oTnV npoopIlopevn XpAon Kai TIG Npo@UAAGEEIG. H dnAwan
BonBnuarog yia diayvwon HETapePBNKe aTnv Npoopilopevn Xpron. H npoopifopevn
Xpnon avaBewprOnke yia uBUYpApMIoN HE TIG KATEUBUVTRPIEG YpappeG IVDR.

To AeATio dedopevwv aopaleiag UAIKOU evnuepwBnKe oe AeATio dedopEVwY aopaleiag.
EvnpepwOnkav oi NAnpogopieg enikoivwviag. Apaipednke n odnyia va akoAoubeital

To CLSI yia Tn ouAoyn delypatwv. Agaipednke To EN 980 kal aAAage oe

EN ISO 15223-1:2021 yia Ta oUpBoAa. MpooTeBnkav NANPoPopieg enikoivwviag yia
avenibupnTa oupBavrta. Mpoabnkn NPogIdonoINoewy Kal KIvaUv®y.
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Hasznalati utasitas

Leukocita a-naftil-acetat (nem specifikus
észteraz) és leukocita naftol-AS-D-kloracetat
(specifikus észterdz) készlet

90. sz. eljaras

ce MRRTK

Rendeltetésszerii hasznalat

A Sigma-Aldrich naftol-AS-D-kloracetat-észteraz és a-naftil-acetat-észteraz készlet altalanos
laboratériumi felhasznalasra szant szovettani festék. A naftol-AS-D-kléracetat-észteraz és
a-naftil-acetat-észterdz reagensek kizérolag ,in vitro diagnosztikai felhasznalasra” szolgalnak.

Ez a manualis, kvalitativ hisztokémiai eljaras kimutatja a naftol-AS-D-kloracetét-észteraz

és a-naftil-acetdt-észteraz aktivitast az emberi vérkenetekben, csontvelGkenetekben és
szbvetlenyomat-preparatumokban 1évé leukocitdkban. A leukocita celluldris észterdzok szévettani
megjelenitése egy egyediilalld, az orvostudomanyban jelenleg altaldnosan hasznalt technika.

A celluléris észterdzok mindeniitt jelen vannak, és ugy tlinik, olyan kiilonb6z6 enzimek sorat
képviselik, amelyek bizonyos szubsztratokra hatnak. Meghatarozott reakciokorilmények kézétt, adott
észterazszubsztratok felhasznalasaval lehet6ség nyilik a hemopoetikus sejttipusok meghatarozésara.
A leirt mddszerek segitségével meg lehet kilonboztetni a granulocitdkat a monocitaktdl.!-8

A vizsgalat elvégzéséhez a vér-, a csontvelbkeneteket vagy a szévetlenyomat-preparatumokat
stabil diazoniumso jelenlétében naftol-AS-D-kldracetattal vagy a-naftil-acetattal kell inkubalni.
Az észterkdtések enzimatikus hidrolizise naftolvegyileteket szabadit fel. Ezek kotédnek a
diazéniumsdhoz, erésen festett lerakodasokat képezve az enzimaktivitas helyén.

Reagensek

Dimetil-formamid (kat. sz.: 9010-25ML)

Dimetil-formamid, 100%. Veszélyes. Tlizveszélyes folyadék és géz. Lenyelve artalmas lehet. Bérrel
érintkezve artalmas. Enyhén bérirritald hatasu. Sllyos szemirritaciot okoz. Belélegezve mérgez6.
Karosithatja a sziiletendd gyermeket. Hasznalat el6tt ismerje meg az anyagra vonatkozé kiilénleges
utasitasokat.

Etilén-glikol-monometil-éter (kat. sz.: 9011-25ML)

2-metoxi-etanol, 100%. Veszély. Tiizveszélyes folyadék és géz. Lenyelve artalmas lehet. Bérrel
érintkezve artalmas. Enyhén bdrirritald hatasu. Sllyos szemirritaciot okoz. Belélegezve mérgez6.
Karosithatja a termékenységet vagy a sziletendé gyermeket. Hasznalat el6tt ismerje meg az
anyagra vonatkozo kiilénleges utasitasokat.

Naftol-AS-D-kldracetat (kat. sz.: 905-10CAP)
Naftol-AS-D-kléracetat, 20 mg/kapszula

a-naftil-acetat (kat. sz.: 906-10CAP)

Naftol-AS-D-kléracetét, 20 mg/kapszula. Veszély. Sulyos szemkarosodast okoz. Védékesztyli/
szemvédb/arcvéds hasznalata kételezé. SZEMBE KERULES ESETEN: Tobb percig tarté évatos
Oblités vizzel. Adott esetben a kontaktlencsék eltédvolitasa, ha konnyen megoldhatd. Az oblités
folytatdsa.

TRIZMAL™ 6.3 pufferkoncentratum (kat. sz.: 903C-50ML)
TRIZMA® maleat, 200 mmol/|, tartdsitoszerként hozzdadott kloroformmal

TRIZMAL™ 7.6 pufferkoncentratum (kat. sz.: 902C-50ML)
TRIZMA® maleat, 200 mmol/|, tartdsitészerként hozzaadott kloroformmal

Mayer-féle hematoxilinoldat (kat. sz. MHS1-100ML)

Hematoxilin, tandsitott, C.I. 75290, 0,1% (w/v) és stabilizatorok

Savas hematoxilinoldat (kat. sz.: 2852-100ML)

Hematoxilin, tanusitott, C.I. 75290, 1 g/| és stabilizatorok; pH-érték 25 °C-on 3,3

Fast Blue RR s6 (kat. sz.: FBS25-10CAP)

Fast Blue, C.I. 37155. El6re lemért kapszulak. A kapszulankénti tényleges témeg a festék adott
tételének tisztasdgatol fliggben valtozik, és azt vizsgalattal optimalizaltak.

Fast Corinth V sé (kat. sz.: 9015-10CAP)

Fast Corinth V s, 18-22 mg/kapszula. Veszély. Lenyelve artalmas. Bérrel érintkezve artalmas.
Belélegezve artalmas. Réakot okozhat. Hasznalat el6tt ismerje meg az anyagra vonatkozo kiilénleges
utasitasokat. Védbkeszty(i/védbruha hasznélata kotelez6.

Citratkoncentratum (kat. sz.: 3861-20ML)
Citratpuffer, 0,38 mol/l, pH-érték az eljarasnak megfelel6 higitas esetén 5,4

Szikséges, de nem biztositott specialis anyagok
e Metanol, abszolit

e Aceton, ACS-reagensminfség
o Natrium-fluorid oldat (kat. sz.: 919-25ML). Natrium-fluorid, 2 g/dl.

Tarolas és stabilitas
A dimetil-formamid, az etilén-glikol-monometil-éter, a TRIZMAL™ 6.3 pufferkoncentratum, a

TRIZMAL™ 7.6 pufferkoncentratum, a Mayer-féle hematoxilinoldat és a savas hematoxilinoldat
szobahémérsékleten (18-26 °C) tarolando.

A naftol-AS-D-kldracetétot, a-naftil-acetatot és Fast Blue RR sot 0 °C alatt kell tarolni.
A Fast Corinth V s6 és citratkoncentratum hiitészekrényben (2-8 °C) tarolandé.

A naftol-AS-D-kléracetat, a-naftil-acetat, Fast Blue RR so és Fast Corinth V sé a cimkén feltiintetett
lejérati id6ig stabil.

A higitott citratoldat szobahémérsékleten (18-26 °C), szorosan lezartan tarolva 1 hétig stabil.

A TRIZMAL™ 6.3 pufferkoncentratum, a TRIZMAL™ 7.6 pufferkoncentratum és a citratkoncentratum
mikrobidlis ndvekedés hidnyaban hasznélhato.

Natrium-fluorid, 2 g/dl. Szobah6mérsékleten (18-26 °C) kell tarolni. Akkor hasznalatos, ha a
fluoridgatlassal kiegészitett a-naftil-acetat-észteraz eljarast alkalmazzak.

Bomlas

Dobja ki a dimetil-formamidot és az etilén-glikol-monometil-étert, ha azok elszinezédtek vagy
zavarossa valtak.

A TRIZMAL™ 6.3 higitott pufferoldatot és a TRIZMAL™ 7.6 higitott pufferoldatot egyszer szabad
hasznalni, majd ki kell dobni.

Dobja ki a Mayer-féle és a savas hematoxilinoldatot, ha a megfelel§ festési idé tébb mint 5 perccel
meghaladja az eljaras soran ajanlott idét.

El6készités

A naftol-AS-D-kléracetédt oldat 1 db naftol-AS-D-kléracetét kapszula tartalmanak 2 ml
dimetil-formamidban torténd feloldasaval allithaté eld. Igény szerint vegyen ki 1 kapszulat
a fagyasztobol. Kézvetleniil a felhasznalds el6tt készitse el.

Az a-naftil-acetat oldat 1 db a-naftil-acetat kapszula tartalmanak 2 ml etilén-glikol-monometil-éterben
torténd feloldasaval allithatd elé. Igény szerint vegyen ki 1 kapszulat a fagyasztdbodl. Kézvetlenil a
felhasznalas el6tt készitse el.

A TRIZMAL™ 6.3 higitott pufferoldat elkészitéséhez higitson 1 rész TRIZMAL™ 6.3
pufferkoncentratumot 9 rész ioncserélt vizzel. A pH-értéknek 25 °C-on 6,3-nek kell lennie.

A TRIZMAL™ 7.6 higitott pufferoldat elkészitéséhez higitson 1 rész TRIZMAL™ 7.6
pufferkoncentratumot 9 rész ioncserélt vizzel. A pH-értéknek 25 °C-on 7,6-nek kell lennie.

A Mayer-féle hematoxilinoldatot és savas hematoxilinoldatot felhasznalas elétt sz(irni kell.

A higitott citratoldat elkészitéséhez higitson 1 rész citratkoncentratumot 9 rész ioncserélt vizzel.
Higitds utan a pH-érték 5,4.

Citrat-aceton-metanol fixald: Adjon 18 ml higitott citratoldathoz 27 ml ACS-mindségl acetont és
5 ml metanolt. Szobahémérsékleten (18-26 °C), szorosan lezarva kell tarolni. 8 6ra utdn meg kell
semmisiteni.

Ovintézkedések

Az ezekben a készletekben taldlhaté in vitro diagnosztikai eszkézoket klinikai laboratoriumi
kérnyezetben térténd in vitro diagnosztikai felhasznalasra széntak. Ezeket az in vitro diagnosztikai
eszkozoket csak képzett szakemberek hasznalhatjék. A Sigma-Aldrich in vitro diagnosztikai
eszkozoket olyan laboratériumi személyzet (izemeltetheti, akik képzettek az esetlegesen fert6z6
emberi mintdk kezelésére, mikroszkopok és egyéb laboratériumi berendezések hasznalatédban,
valamint kell§ szinérzékeléssel és latasélességgel rendelkeznek a szinek és egyéb targyak

mikroszkdp alatt térténd megkilénboztetésére.

A laboratdriumi reagensek kezelése sordn a szokasos dvintézkedéseket kell kévetni. A hulladékot a
helyi, allami, tartomanyi vagy nemzeti elirdsoknak megfeleléen kell artalmatlanitani.

Eljaras
Mintavétel

Egyetlen ismert vizsgalati mddszer sem nyujt teljes bizonyossagot arra nézve, hogy a vérmintak
vagy szdvetek nem tovabbitanak fert6zést. Ezért minden vérkészitményt vagy szévetmintat
potencidlisan fert6zének kell tekinteni.

Mind az a-naftil-acetat-észterazzal, mind a naftol-AS-D-kléracetat-észterazzal hasznalhatdk

vér-, csontvelGkenetek, szovetlenyomat-preparatumok és sejtcentrifugélassal nyert mintak is.
Antikoagulansként EDTA vagy heparin alkalmazhatd.® A fagyasztott és a paraffinba agyazott
szovetek jol hasznalhatok naftol-AS-D-kldracetat-észterazzal. Az a-naftil-acetat-észteraz
megfeleléen hasznalhatd fagyasztott szévetmetszeteken.!® A vér- vagy csontvelGkenetek fixalt
allapotban szobahémérsékleten (18-26 °C) tobb hétig, vagy fixalds nélkil tobb napig tarolhatdk
aktivitdsvaltozas nélkil.>® Ne szallitson teljes vért mas laboratériumokba vizsgalat céljabdl. Fixalt
vagy nem fixalt targylemezeket is kiildhet. A targylemezeket szallitas kézben hidegen kell tartani. A
keneteket a fixalas el6tt legalabb 1 6raig hagyja szaradni.

Megjegyzések

A leirt eljarasokat 37 °C-on kell elvégezni. Ha a reagensek nem ezen a hémérsékleten vannak,
az gyenge vagy negativ reakciot eredményezhet. Javasolt a hmérsékleteket pontos hémérével
ellendrizni. A szabalyozott hémérsékletli vizflirdék hatékonyabbak, mint a meleg levegés
inkubatorok, ezért az enzim-citokémiai modszerekhez ezeket kell hasznalni. Az tivegen keresztiili
héatadas gyorsabb, mint a miianyagon keresztiili h6atadas, ezért tiveg kiivettakat kell hasznalni.

Szamos enzimrendszer kis mennyiségl tisztitészer jelenlétére is érzékeny. Az tivegedények hig
fehéritészerrel torténd mosasaval, majd béséges mennyiségl ioncserélt vizzel torténd oblitésével
megel6zhetd a tisztitdszerek sejtenzimekre gyakorolt hatasa.

Az eredmények bizonyos fokig szubjektiv értelmezésen alapulnak. Az egyes laboratériumoknak meg
kell hatdrozniuk sajat normal tartomanyaikat.
Eljarasok
Naftol-AS-D-kldracetat-észteraz eljaras
1. Fixalja a targylemezeket 1 percig citrat-aceton-metanol fixaloban szobah6mérsékleten
(18-26 °C).
2. Alaposan mossa le 6ket ioncserélt vizzel, és legaldbb 20 percig hagyja 6ket levegén széradni.
3. 50 ml TRIZMAL™ 6.3 higitott pufferoldathoz (37 °C-RA ELéMELEGfTVE), allandd keverés
mellett, adjon hozza 1 kapszula Fast Corinth V sét.
4. Amikor a so teljesen feloldddott a pufferben, adjon hozza 2 ml naftol-AS-D-kl6racetét oldatot.
Az oldat elég zavarosnak fog tlnni.
5. Folytassa a keverést 15-30 masodpercig, majd ontse bele a kiivettaba. NE SZURJE.
6. Helyezze a mintakat a fest8oldatba (az 5. 1épésbél), és inkubalja 8ket 37 °C-on 5 percig.
MEGJEGYZES: FENYTOL VEDVE TAROLANDO.
7. Tévolitsa el a tArgylemezeket a festékbdl, és mossa ket ioncserélt vizben 3 percig. Ontse ki
a festéoldatot.
8. Ha szlikséges, végezzen ellenfestést savas hematoxilinoldatban 5-10 percig, és mossa 6ket
csapvizzel.
9. Hagyja a targylemezeket levegén megszaradni, majd vizsgalja meg 6ket mikroszkdppal.
Ha fed6lemezelés sziikséges, csak vizes fedGkozeget hasznaljon.
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a-naftil-acetat-észteraz eljaras
1. Fixalja a targylemezeket 1 percig citrat-aceton-metanol fixaldban szobahémérsékleten (18-26 °C).
2. Alaposan mossa le 6ket ioncserélt vizzel, és legaldbb 20 percig hagyja 6ket levegdn szaradni.
3. 50 ml TRIZMAL™ 7.6 higitott pufferoldathoz (37 °C-RA ELOMELEGITVE), allandé keverés mellett,
adjon hozza 1 kapszula Fast Blue RR sot.
4. Amikor a so teljesen feloldédott a pufferben, adjon hozza 2 ml a-naftil-acetat oldatot. Az oldat
sarga és enyhén zavaros lesz.
Folytassa a keverést 15-20 masodpercig, majd 6ntse bele a kiivettdba. NE SZURJIE.
6. Helyezze a ’mintérkat a"festéoldatb’a (az 5. Ié’pésbél), és inkubalja 6ket 37 °C-on 30 percig.
MEGJEGYZES: FENYTOL VEDVE TAROLANDO.
7. Tavolitsa el a targylemezeket a festékbdl, és mossa Sket ioncserélt vizben 3 percig. Ontse ki a
festGoldatot.
8. Ha sziikséges, végezzen ellenfestést Mayer-féle hematoxilinoldatban 5-10 percig, és mossa Gket
csapvizzel.
9. Hagyja a targylemezeket levegén megszaradni, majd vizsgélja meg 6ket mikroszkdppal. Ha
fedGlemezelés szlikséges, csak vizes fed6kdzeget hasznaljon.
Eszteraz eljaras kettds festéssel
1. Végezze el az a-naftil-acetat-észteraz tesztet az Eljaras részben leirtak szerint. Ne végezzen
ellenfestést.
2. Oblitse a targylemezeket 5 percig ioncserélt vizzel.
3. Végezze el a naftol-AS-D-kléracetat-észteraz tesztet az Eljaras rész 3-9. lépésének megfelelGen.
a-naftil-acetat-észteraz eljaras fluoridgatlassal
Bar az a-naftil-acetat-észteraz elsésorban a monocitikus sejtvonalbdl szarmazé sejtekben taldlhatd
meg - ha a leirtak szerint végzik az eljarast -, figyelembe kell venni, hogy a megakariocitak és
az eritroid prekurzorok is pozitivak erre az enzimre.!! A limfocitdk és néhany érett granulocita
esetenként szintén pozitiv.> Ahhoz, hogy ezeket a sejteket egyértelmlien meg lehessen kilonbdztetni
a monocitaktdl, natrium-fluoridot kell alkalmazni az inkubécids rendszerben. A monocita enzim ezen
vegyilet jelenlétében inaktivalddik.'? A kdvetkezé eljaras hasznélhatd a fluoridgatlasi teszt elvégzésére.
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1. Fixalja a tdrgylemezeket 1 percig citrat-aceton-metanol fixaldban szobahémérsékleten (18-26 °C).
2. Alaposan mossa le 6ket ioncserélt vizzel, és legalabb 20 percig hagyja 6ket levegén szaradni.
3. Cimkézzen fel 2 A és B féz6poharat, és adja hozzé a kdvetkez6ket:

A f626poha B f6z6poha
El6melegitett 37°C-os TRIZMAL™ 7.6 higitott puffer 50 ml 50 ml
Hozzadadas folyamatos keverés mellett: Fast Blue RR 1 kapszula* 1 kapszula*
a-naftil-acetat oldat 2ml 2 ml
Natrium-fluorid oldat - 2ml

* 1 kapszula tartalma

4. Alaposan keverje 8ssze, és dntse egy-egy A és B jelzés( kiivettaba.
5. Végezze el az a-naftil-acetat-észterdz tesztet az Eljards rész 6-9. Iépéseinek megfeleléen.

Teljesitményjellemzok

A pontozds mdédja

Vizsgalja meg a kenetet, és valasszon ki egy vékony terlletet kevés eritrocitaval.

A naftol-AS-D-kl6racetat-észteraz aktivitasanak helyei élénkvoros szemcsékként, az
a-naftil-acetat-észteraz aktivitasanak helyei pedig fekete szemcsékként jelennek meg. Az adott
sejttipus citoplazmajaban 1év egyes festékek mennyisége és intenzitdsa alapjan osztalyozza

a sejteket 0 és 4+ kozott. A pontozas jellemzdi némileg szubjektiv értelmezésen alapulnak.

A javasolt pontozasi mdd az 1. téblézatban lathaté. A kovetkeztetések fokuszaban a festédés
relativ jelenléte vagy hianya all.

1. tablazat Pontozasi jellemzék

Sejt értékelé Festédés intenzitasa  Ertel é
0+ Nincs —
1+ Halvany-kozepes +
2+ Kozepes-erds +
3+ Erds +
4+ Ragyogd +

Eredmények

Naftol-AS-D-kléracetat-észteraz

Ezt az enzimet altaldban a granulocitikus sejtvonal sejtjeire specifikusnak tekintik. A sejtek voros
szemcsézettséget kell, hogy mutassanak. Monocitakban és limfocitdkban az aktivitds gyenge vagy nincs.
a-naftil-acetat-észteraz

Vizsgalati korilmények koézott (pH: 7,6) ez az enzim elsdsorban a monocitakban, a makrofagokban

és a hisztiocitdkban mutathatd ki, és gyakorlatilag hidnyzik a granulocitdkbdl. A monocitéaknak fekete
szemcsézettséget kell mutatniuk. A limfocitak esetenként mutathatnak aktivitast.

a-naftil-acetat-észteraz fluoridgatlassal

A monocitikus sejtvonal minden sejtje negativ lesz enzimaktivitasra, kivéve a differencialodott
hisztiocitédkat vagy specializélédott szoveti makrofagokat, amelyek szintén rezisztensek lehetnek
a natrium-fluoridra.*®

Eszteraz eljaras kettos festéssel

A kettds festési eljaras sordn nyert mintdk voros szemcsézettséggel jelenitik meg a granulocitékat és
fekete szemcsézettséggel a monocitakat.

Az észterdzaktivitasi vizsgalatok varhato sejtreaktivitasat a II. tablazat foglalja 6ssze.

II. tablazat A vérsejtek citokémiai reakcioi

Naftol-AS-D-kl6racetat-

Sejttipus észteraz a-naftil-acetat-észteraz
Mieloblasztok + +
Promielocitak + +
Neutrofil sejtek + —
Eozinofil sejtek — —
Bazofil sejtek + —
Monocitak - +
Limfocitdk — +
Limfoblasztok — +
Megakariocitak — +
Eritroblasztok — +
Plazmasejtek — +
Hizésejtek + _
Hajas sejtek — +
Hisztiocitdk + +

A reagensrendszert pozitiv és negativ kontroll targylemezek hasznalataval kell ellengrizni.
Pozitiv kontroll targylemezek készitheték ismerten pozitiv specifikus sejtvonalakbdl.

Alternativ megoldasként normal mintakbdl szarmazé antikoaguldlt vér is felhasznalhatd
(az a-naftil-acetat-észteraz eljaras alkalmazdasa esetén lehet6leg emelkedett monocitaszammal),
ezek azonban kevésbé intenziv festédést mutatnak, és kevesebb pozitiv sejtet tartalmaznak.

Az ismerten negativ betegektdl szdrmazo targylemezek negativ kontrollként hasznalhaték. Ha nem
all ilyen rendelkezésre, a minta szubsztratmentes inkubacios keverékben térténé festése is a kivant
eredményt adja. Mindazonaltal er6sen ajanlott az elsé megoldas hasznélata.

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

Analitikai teljesitményjellemzék

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

Kat. Termékleiras ceél Teszten Teszten Tesztek Tesztek
sz. beliili beliili érzé- kozotti kozotti ér-
specificitdis  kenység specificitas zékenység
9010  Dimetil-formamid A'ﬁg‘l’;fs 3/3 3/3 3/3 3/3
Etilén-glikol- Aktivitas
9011 monometil-éter helye 3/3 3/3 3/3 3/3
Naftol-AS-D- Aktivitas
905 kléracetat helye 3/3 3/3 3/3 3/3
906 a-naftil-acetat Azonossag 3/3 3/3 3/3 3/3
TRIZMAL™ 6.3 o
903C  pufferkoncent-  AKIYitas 33 3/3 33 33
ratum Y
TRIZMAL™ 7.6 -
902C  pufferkoncent- Am‘l"teas 3/3 3/3 33 3/3
ratum Y
Mayer-féle .
MHSL | omtedilinoidat  Sejtmagok 3/3 3/3 3/3 3/3
Savas X
2852 pematoxilinoldat  Sejtmagok 3/3 3/3 3/3 3/3
FBS25  Fast Blue RRso  AKtvitas 3/3 3/3 3/3 3/3
helye
. . Aktivitas
9015 Fast Corinth V sé helye 3/3 3/3 3/3 3/3
Citratkoncent- Aktivitas
3861 ratum helye 3/3 3/3 3/3 3/3

Figyelmeztetések és veszélyek

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

390A:

SSO®

H301 + H311 + H331 Lenyelve, bérrel érintkezve vagy belélegezve mérgezd.

H315 Bérirritald hatasu.

H317 Allergids bdrreakciot valthat ki.

H318 Sulyos szemkarosodast okoz.

H341 Feltehetéen genetikai kdrosodast okoz.

H350 Rakot okozhat.

H410 Nagyon mérgezé a vizi élévildgra, hosszan tartd karosodast okoz.

P273 Kerllni kell az anyagnak a kérnyezetbe valé kijutasat.

P280 Védbkesztyl/védéruha/szemvédb/arcvédé hasznalata kotelezd.

P301 + P310 LENYELES ESETEN: Azonnal forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.

P302 + P352 + P312 HA BORRE KERUL: Lemosas b vizzel. Rosszullét esetén forduljon
TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.

P304 + P340 + P311 BELELEGZES ESETEN: Az érintett személyt friss levegére kell vinni, és olyan
nyugalmi testhelyzetbe kell helyezni, hogy kénnyen tudjon Iélegezni. Forduljon TOXIKOLOGIAL
KOZPONTHOZ/orvoshoz.

P305 + P351 + P338 SZEMBE KERULES ESETEN: Tébb percig tarté dvatos oblités vizzel.
Adott esetben a kontaktlencsék eltdvolitasa, ha kénnyen megoldhatd. Az 6blités folytatasa.
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Ha az eszkoz hasznalata soran vagy annak hasznalata kévetkeztében sulyos

baleset tortént, kérjiik, jelentse azt a gyartonak és/vagy meghatalmazott

képvisel6jének és a helyi nemzeti hatésagnak.

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

Katalogusszam

Lasd a hasznalati utasitast Gyartasi tétel kodja

Meghatalmazott képviseld Az Eurépai Unié megfeleléségi
az Eurépai Kozosségben/ C€ nyilatkozata (az VDR 2017/746
Eurdpai Unidban meghatarozésa szerint)
i s In vitro diagnosztikai orvostechnikai
g Lejarati datum eszkoz
STERLE| HBmérsékleti hatdrértékek /N Vigyézat!
M Gyartasi datum % Importér
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E A svéjci hivatalos képvisel6t jeldli
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Elérhetéségek

Megrendelés leaddsahoz latogasson el weboldalunkra: SigmaAldrich.com. M(iszaki segitségért
latogasson el weboldalunkra: SigmaAldrich.com/techservice.

Atdolgozasi elézmények

Rev.: 4.0 2014

Rev.: 5.0 2016

Rev.: 6.0 2023

Athelyezve az (j sablonba a jelenlegi markajelzéssel. A professzionalis hasznalatra
vonatkozé megallapitds leirdsa a rendeltetésszer( hasznalat és az dvintézkedések
részekben. A diagndzishoz nyUjtott segitségrél szol6 nyilatkozat athelyezése a
rendeltetésszer(i hasznalathoz. A rendeltetésszer(i hasznalatra vonatkozd részek
atdolgozasa az IVDR iranyelveknek valé megfelelés érdekében. Az Anyagbiztonsagi
adatlap frissitése Biztonsagi adatlapra. Az elérhetéségek frissitése. A mintagydjtés
soran a CLSI kdvetésére vonatkozé utasitas eltavolitdsa. Az EN 980-as szabvany
szerinti jelzések eltavolitdsa és az EN ISO 15223-1:2021 szabvany jelzéseire
valtoztatasa. A nemkivanatos eseményekkel kapcsolatos elérhetéségek hozzaadasa.
Figyelmeztetések és veszélyek hozzdadasa. A CH-REP informacié hozzaadva.

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

Az ,M" kezdbbet(i és a Sigma-Aldrich a Merck KGaA (Darmstadt, Németorszag) vagy leanyvallalatainak védjegyei.
Minden egyéb védjegy a megfeleld tulajdonosok tulajdonat képezi. A védjegyekre vonatkozd részletes informéaciok
nyilvanosan hozzaférhetd forrdsokon keresztiil érheték el.

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

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

Souprava pro leukocytarni a-naftylacetat
(nespecificka esteraza) a leukocytarni naftyl
AS-D chloroacetat (specificka esteraza)

Postup ¢. 90

ce MRRTK

Urcené pouziti

Soupravy Sigma-Aldrich Naphthol AS-D Chloroacetatova esterdza a a-naftylacetatova esteraza

jsou uréeny jako histologické barvivo pro véeobecné laboratorni pouziti. Reagencie pro chloroacetat
esterdzu Naphthol AS-D a a-naftylacetat esterazu jsou uréeny pouze pro profesionalni ,diagnostické
pouziti in vitro". Tento manualni, kvalitativni, histochemicky postup prokazuje aktivitu naftol AS-D
chloroacetatesterdzy a a-naftylacetatesterazy v leukocytech lidské krve, ve filmech kostni dfené
nebo v tkanovych dotykovych preparatech. Histologicka vizualizace leukocytarnich bunécnych
esteraz je unikatni technikou, kterd se v souCasnosti v mediciné bézné pouziva.

Bunééné esterazy jsou viudyptitomné a ziejmé zastupuji fadu rliznych enzym{ plsobicich
na vybrané substraty. Za definovanych reakcénich podminek méize byt mozné urcit typy
hemopoetickych bunék za pouZiti specifickych substratl esterazy. Popsané metody poskytuji
prostredky k rozli$eni granulocytl od monocytd.:®

K provedeni testu se inkubuji natéry krve ¢i kostni dfené nebo tkariové preparaty bud pomoci naftol
AS-D chloracetdtu, nebo pomoci a-naftylacetatu za pFitomnosti stabilni diazoniové soli. Enzymaticka
hydrolyza esterovych vazeb uvolfiuje volné naftolové slouceniny. Ty se spojuji s diazoniovou soli a
vytvareji v mistech enzymatické aktivity vysoce barevna loziska.

Cinidla

Dimethylformamid (kat. ¢. 9010-25ML)

Dimetylformamid, 100% Nebezpedi. Hoflavé kapalina a para. Mize byt zdravi $kodlivy pi poZiti.
Zdravi $kodlivy pFi styku s kizi. Zplsobuje podrazdéni kiize. Zplisobuje vazné podrazdéni odi.
Toxicky pri vdechovani. Mize poskodit nenarozené dité. Pred pouzitim si prectéte zvlastni navod.
Ethylenglykol monomethylether (kat. ¢. 9011-25ML)

2-Methoxyethanol, 100% Nebezpedi. Hoflavé kapalina a para. Mze byt zdravi $kodlivy pFi poziti.
Zdravi $kodlivy pFi styku s kzi. Zplsobuje podrazdéni kiize. Zplsobuje vazné podrazdéni o&i.
Toxicky pfi vdechovani. Mize poskodit plodnost nebo nenarozené dité. Pred pouzitim si prectéte
zvlastni navod.

Naftol AS-D chloracetat (kat. ¢. 905-10CAP)
Naftol AS-D chloracetat, 20 mg/tob.

a-naftylacetat (kat. ¢. 906-10CAP)

Naftol AS-D chloracetéat, 20 mg/tob. Nebezpedi. Zpﬁsgbuje vazné poskozeni oci. Pouzivejte
ochranné rukavice / ochranu oci / ochranu obli¢eje. PRI ZASAZENI OCI: Nékolik minut opatrné
vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, pokud jsou nasazené a daji se snadno vyjmout.
Pokracujte ve vyplachovani.

Pufraéni koncentrat TRIZMAL™ 6.3 (kat. ¢. 903C-50ML)
TRIZMA® maleat, 200 mmol/l, chloroform pfidany jako konzervaéni prisada

Pufraéni koncentrat TRIZMAL™ 7.6 (kat. ¢. 902C-50ML)
TRIZMA® maleat, 200 mmol/l, chloroform pfidany jako konzervaéni pfisada

Roztok hematoxylinu podle Mayera (kat. ¢. MHS1-100ML)
Hematoxylin, certifikovany, CI 75290, 0,1% (m/v), a stabilizatory

Roztok kyselého hematoxylinu (kat. ¢. 2852-100ML)
Hematoxylin, certifikovany, CI 75290, 1 g/I, a stabilizatory, pH 3,3 pfi 25 °C
Sil Fast Blue RR (kat. ¢. FBS25-10CAP)

Fast Blue, C.I. 37155. Pfedvazené tobolky. Skute¢nad hmotnost jedné tobolky se bude lisit podle
Cistoty Sarze barviva a byla optimalizovana na zakladé testu.

Sl Fast Corinth V (kat. ¢. 9015-10CAP)

Sl Fast Corinth V, 18-22 mg/tob. Nebezpedi. Zdravi $kodlivy pfi poziti. Zdravi Skodlivy pfi styku
s kQzi. Zdravi $kodlivy pfi vdechovani. Mlze zp{sobit rakovinu. Pfed pouzitim si prectéte zvlastni
navod. Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév.

Koncentrat citratu (kat. ¢. 3861-20ML)

Citratovy pufr, 0,38 mol/l, pH 5,4 po zfedéni podle postupu

Potfebné specialni materidly, které nejsou soucasti dodavky
e Methanol, absolutni

e Aceton, ACS ¢inidlo

e Roztok fluoridu sodného (kat. ¢. 919-25ML) Fluorid sodny, 2 g/dI
Skladovani a stabilita

Dimetylformamid, ethylenglykol monomethylether, pufracni koncentrat TRIZMAL™ 6.3, pufracni
koncentrat TRIZMAL™ 7.6, roztok hematoxylinu podle Mayera a roztok kyselého hematoxylinu se
uchovavaji pfi pokojové teploté (18-26 °C).

Naftol AS-D chloracetét, a-naftylacetét a sl Fast Blue RR se uchovavaiji pfi teploté do 0 °C.
SGl Fast Corinth V a koncentrét citratu se uchovavaji v chladni¢ce (2-8 °C).

Naftol AS-D chlorazcetét, a-naftylacetét, stll Fast Blue RR a sdil Fast Corinth V jsou stabilni az do
data spotfeby uvedeného na stitcich.

Zredény roztok citratu je stabilni po dobu 1 tydne, pokud je uchovavan pevné uzavieny pfi
pokojové teploté (18-26 °C).

Pufracni koncentrat TRIZMAL™ 6.3, pufracni koncentrat TRIZMAL™ 7.6 a koncentrat citratu jsou
vhodné pro pouziti, pokud nedochazi k mikrobialnimu rdstu.

Fluorid sodny, 2 g/dl. Uchovavejte pfi pokojové teploté (18-26 °C). Pouzivé se, pokud je proveden
,postup prokazéani a-naftylacetat esterdzy s inhibici fluorid@®.

Znehodnoceni
Dimethylformamid a ethylenglykol monomethylether zlikvidujte, pokud jsou zabarvené nebo zakalené.

Zredény pufracni roztok TRIZMAL™ 6.3 a zfedény pufracni roztok TRIZMAL™ 7.6 je nutné pouZzit
jednou a poté zlikvidovat.

Pokud doba nezbytna pro vhodné zbarveni piekro¢i dobu doporuc¢enou v postupu o vice nez 5 minut,
roztok kyselého hematoxylinu dle Mayera a roztok kyselého hematoxylinu zlikvidujte.

PFiprava

Roztok naftol AS-D chloracetatu se pFipravi rozpusténim obsahu 1 tobolky naftol AS-D chloracetatu
ve 2 ml dimethylformamidu. Podle potfeby vyjméte 1 tobolku z mraznicky. Pfipravte bezprostfedné
pred pouzitim.

Roztok a-naftylacetatu se pfipravi rozpusténim obsahu 1 tobolky a-naftylacetatu ve 2 ml ethylenglykol
monomethyletheru. Podle potfeby vyjméte 1 tobolku z mraznicky. Pfipravte bezprostiedné
pfed pouzitim.

Zredény pufracni roztok TRIZMAL™ 6.3 se pfipravi zfedénim 1 dilu pufraéniho koncentratu
TRIZMAL™ 6.3 9 dily deionizované vody. pH by mélo byt 6,3 pfi 25 °C.

Zredény pufracni roztok TRIZMAL™ 7.6 se pfipravi zfedénim 1 dilu pufraéniho koncentratu
TRIZMAL™ 7.6 9 dily deionizované vody. pH by mélo byt 7,6 pfi 25 °C.

Roztok hematoxylinu podle Mayera a roztok kyselého hematoxylinu se pfed pouzitim prefiltruji.

ZFedény roztok citratu se pfipravi zfedénim 1 dilu koncentratu citratu 9 dily deionizované vody. pH pFi
fedéni je 5,4.

Fixacni prostfedek citrat-aceton-methanol: Do 18 ml zfedéného roztoku citratu pfidejte 27 ml acetonu
Cistoty ACS a 5 ml methanolu. Uchovévejte pevné uzavieny pfi pokojové teploté (18-26 °C).
Po 8 hodinach zlikvidujte.

Bezpecnostni opatreni

Diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro obsazené v téchto soupravéch jsou uréeny pro
diagnostické pouZiti in vitro v klinickém laboratornim prostiedi. Tyto diagnostické zdravotnické
prostredky in vitro jsou uréeny pouze pro profesionaini pouziti kvalifikovanym personalem.
Diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro Sigma-Aldrich mohou byt pouZivany laboratornimi
pracovniky, ktefi jsou vyskoleni k manipulaci s lidskymi vzorky, které mohou byt infekéni, k pouzivani
mikroskopli a jiného laboratorniho vybaveni a jejich barevné vidéni a ostrost zraku jsou dostate¢né pro
rozligeni barev a riiznych objektd pod mikroskopem.

Pfi zachazeni s laboratornimi ¢inidly dodrzujte bézna bezpeénostni opatieni. Odpad zlikvidujte podle
véech mistnich, regiondlnich ¢ narodnich predpist.

Postup

Odbér vzorkd

Z&dné zndma zkusebni metoda nem{iZe nabidnout naprosté ujisténi, e vzorky krve nebo tkané
nebudou zdrojem infekce. VSechny krevni derivaty nebo vzorky tkéani je proto nutné povazovat za
potencidlné infekéni.

S a-naftylacetat esterdzou i naftol AS-D chloracetdt esterazou Ize pouZit natéry krve a kostni diené,
tkanové preparaty a cytocentrifugacni preparaty. Jako antikoagulancia poslouzi bud' EDTA,

nebo heparin.® Zmrazené tkané a tkané zalité v parafinu mohou byt pouZity s naftol AS-D chloroacetat
esteradzou. a-naftylacetat esterdza miize byt ispé$né pouzita na zmrazenych ¢astech tkani.® Natéry
krve nebo kostni dfené mohou byt skladovany zafixované pfi pokojové teploté (18-26 °C) po dobu
nékolika tydnd nebo bez fixace po dobu nékolika dnli bez znatelné zmény aktivity.5° Neodesilejte celou
krev k vysetfeni do jinych laboratofi. Posilejte fixovana nebo nefixovana skli¢ka. Sklicka by méla byt
béhem prepravy uchovévana v chladu. Nechejte natéry uschnout nejméné 1 hodinu pred fixaci.

Poznamky

Popsané postupy se provadéji pfi teploté 37 °C. Nedosahuji-li ¢inidla této teploty, Ize dosdhnout
slabych nebo negativnich reakci. Doporucuje se kontrolovat teplotu pfesnym teplomérem. Vodni lazné
s fizenou teplotou jsou U¢innéjsi nez teplovzdusné inkubétory a mély by se pouzivat pro enzymatické
cytochemické metody. Pfenos tepla pres sklo je rychlejsi nez pres plast, proto by mély byt pouZity
Coplinovy nadoby.

Mnoho systémd pro prokazovani enzym je citlivych na nepatrné stopy detergentu. Myti sklenéného
néadobi fedénym bélidlem, nasledované oplachnutim velkym mnozstvim deionizované vody, zabrani
plsobeni detergentu na bunééné enzymy.

Vysledky jsou zaloZeny na urcitém stupni subjektivni interpretace. Jednotlivé laboratofe by si mély
stanovit vlastni normalni rozmezi.

Postupy

Postup pro naftol AS-D chloracetat esterazu
1. Zafixujte sklicka po dobu 1 minuty ve fixacnim prostfedku citrat-aceton-methanol pfi pokojové
teploté (18-26 °C).
2. Dlkladné omyijte v deionizované vodé a osudte na vzduchu po dobu nejméné 20 minut.
3. Do 50 ml zfedéného pufracniho roztoku TRIZMAL™ 6.3, pfedehfatého na 37 °C, pridavejte za
stalého michani obsah 1 tobolky soli Fast Corinth V.
4. Po UpIném rozpusténi soli v pufru pridejte 2 ml roztoku naftol AS-D chloracetatu. Roztok bude
vypadat docela zakalené.
Pokracujte v michani po dobu 15-30 sekund a poté pridejte do Coplinovy nadoby. NEFILTRUJTE.
6. Dejte vzorky do barviciho roztoku (z kroku 5) a 5 minut je inkubujte pfi teploté 37 °C.
POZNAMKA: CHRANTE PRED SVETLEM.
7. Vyjméte sklicka z barviva a omyjte v deionizované vodé po dobu 3 minut. Roztok barviva
Zlikvidujte.
8. V pfipadé potfeby kontrastné barvéte v roztoku kyselého hematoxylinu po dobu 5-10 minut a
omyjte ve vodé z vodovodu.
9. Sklicka vysuste na vzduchu a mikroskopicky je prozkoumejte. Pokud je vyZzadovano kryci skli¢ko,
pouzivejte pouze vodné montazni médium.
Postup pro a-naftylacetat esterazu
1. Zafixujte sklicka po dobu 1 minuty ve fixaénim prostiedku citrat-aceton-methanol pfi pokojové
teploté (18-26 °C).
2. Dikladné omyijte v deionizované vodé a osuste na vzduchu po dobu nejméné 20 minut.
3. Do 50 ml zfedéného pufracniho roztoku TRIZMAL™ 7.6, pfedehfatého na 37 °C, pridavejte za
stalého michani obsah 1 tobolky soli Fast Blue RR.
4. Po uplném rozpusténi soli v pufru pridejte 2 ml roztoku a-naftylacetatu. Roztok bude Zluty a mirné
zakaleny.
5. Pokracujte v michani po dobu 15-20 sekund a poté pridejte do Coplinovy nadoby. NEFILTRUJTE.
6. Dejte vzorky do barviciho roztoku (z kroku 5) a 30 minut je inkubujte pfi teploté 37 °C.
POZNAMKA: CHRANTE PRED SVETLEM.
7. Vyjméte sklicka z barviva a omyjte v deionizované vodé po dobu 3 minut. Roztok barviva
zlikvidujte.
8. V pripadé potfeby kontrastné barvéte v roztoku hematoxylinu dle Mayera po dobu 5-10 minut a
omyjte ve vodé z vodovodu.
9. Sklicka vysuste na vzduchu a mikroskopicky je prozkoumejte. Pokud je vyZzadovano kryci skli¢ko,
pouZivejte pouze vodné montazni médium.
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Postup dvojitého barveni esterazy
1. Provede test na a-naftylacetat esterazu, jak je popsano v postupu. Neprovadéjte kontrastni
barveni.
2. Oplachnéte skli¢ka v deionizované vodé po dobu 5 minut.
3. Provede test na naftol AS-D chloracetét esterazu, jak je popsano v krocich 3-9 postupu.

Postup prokazani a-naftylacetat esterazy s inhibici fluoridd

Ackoli je a-naftylacetét esteraza zjisténa predevsim v burikdch monocytarni linie, pokud je postup
proveden podle popisu, je tfeba rozpoznat, Ze jsou megakaryocyty a erytroidni prekurzory pro tento
enzym pozitivni.!* Lymfocyty a nékteré zralé granulocyty také vykazuji pFilezitostnou pozitivitu.

5 Pro jednoznacné odligeni téchto bunék od monocytl je do inkubaéniho systému zaclenén fluorid sodny.

Enzym monocytl je v pFitomnosti této slouceniny inaktivovéan.'2 K provedeni testu inhibice fluoridd Ize
pouzit nasledujici postup.
1. Zafixujte sklicka po dobu 1 minuty ve fixanim prostfedku citrat-aceton-methanol pfi pokojové
teploté (18-26 °C).
2. Dikladné omyijte v deionizované vodé a osuste na vzduchu po dobu nejméné 20 minut.
3. Oznacte 2 kadinky A a B a pfidejte nasledujici:

Kadinka A Kadinka B
Zfedény pufr TRIZMAL™ 7.6 predehfaty 50 mi 50 ml
na 37 °C
Pridavejte za stalého michani, Fast Blue RR 1 tobolka* 1 tobolka*
Roztok a-naftylacetatu 2ml 2ml
Roztok fluoridu sodného - 2 ml

*Obsah 1 tobolky

4. Dobre promichejte a nalijte do Coplinovych nadob oznacenych A a B.
5. Postupujte podle popisu v krocich 6-9 postupu pro na a-naftylacetat esterazu.

Pracovni charakteristiky

Metoda hodnoceni

Naskenujte natér a vyberte tenkou oblast s malym poctem erytrocytd. Mista aktivity naftol AS-D-
chloracetat esterdzy se zobrazi jako jasné Cervena granulace, mista aktivity a-naftylacetat esterazy
jako &ernda granulace. Ohodnotte body od 0 do 4+ na zakladé mnozstvi a intenzity jednotlivych barviv
v cytoplazmé prisludnych typl bunék. Charakteristiky hodnoceni jsou do zna¢né miry zalozeny na
subjektivni interpretaci. Navrhovany format hodnoceni je uveden v tabulce 1. Zavéry se zaméfuji na
relativni pfitomnost nebo nepfitomnost zbarveni.

Tabulka 1. Charakteristiky hodnoceni

Hodnoceni Intenzita Interpretace
buriky barveni
0+ Zadné —
1+ Slabé az stiedni +
2+ Stredni azZ silné +
3+ Silné +
4+ Brilantni +

Vysledky

Naftol AS-D chloracetat esteraza

Tento enzym je obvykle povazovan za specificky pro buriky granulocytarni linie. Buriky by mély
vykazovat ¢ervenou granulaci. Aktivita v monocytech a lymfocytech je slabd nebo chybi.
a-naftylacetat esteraza

Za zkusebnich podminek (pH 7,6) je tento enzym detekovan predevsim v monocytech, makrofazich a
histiocytech, zatimco v granulocytech prakticky chybi. Monocyty by mély vykazovat ¢ernou granulaci.
Lymfocyty mohou obcas vykazovat aktivitu.

Prokazani a-naftylacetat esterazy s inhibici fluoridt

Vsechny buriky monocytérni linie budou negativnl’ na aktivitu enzymd, s vyjimkou diferencovanych
histiocytl nebo specializovanych makrofagll ve tkéni, které mohou byt také rezistentni vici

fluoridu sodnému.°

Dvojité barveni esterazy

Vzorky odebrané béhem postupu dvojitého barveni prokaZzi granulocyty ¢ervenou granulaci a monocyty
éernou granulaci.

Ocekéavana bunééna reaktivita testll na aktivitu esterazy je shrnuta v tabulce II.

Tabulka II. Cytochemické reakce krevnich bunék

Naftol AS-D chloracetat a-naftylacetat

Typ buiiky esteraza esteraza
Myeloblasty + +
Promyelocyty + +
Neutrofily + —
Eozinofily - -
Bazofily + —
Monocyty — +
Lymfocyty — +
Lymfoblasty - +
Megakaryocyty - +
Erytroblasty — +
Plazmatické buriky — +
Zirné buriky + -
Vlasaté burky - +
Histiocyty + +

Systém cinidel by mél byt monitorovan pomoci skli¢ek pro pozitivni a negativni kontrolu. Pozitivni
kontrolni sklicka Ize pripravit ze specifickych bunéénych linii, o nichz je zndmo, Ze jsou pozitivni.

Alternativné Ize také pouzit antikoagulovanou krev z normalnich vzork{ (nejlépe se zvy$enym poctem
monocytd, pokud se pouzije postup pro a-naftylacetat esterazu); ty vak poskytnou méné intenzivni
barveni a budou mit méné pozitivnich bunék.

Jako negativni kontrolu Ize pouZit zndma negativni skli¢ka pacientd. Pokud nejsou k dispozici, poskytne
pozadované vysledky obarveni vzorku v inkubaéni smési s vynechanym substratem. Dlrazné se véak
doporucuje pouZit prvni moznost.

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

Analytické pracovni charakteristiky

Analytické vysledky danych testd provedenych na viech cilovych strukturéch potvrzuji 100% citlivost,
specificnost a opakovatelnost.

Kat. &. Popis Cil Specifiénost Citlivost Specifiénost Citlivost
produktu v ramci v ramci mezi mezi
testu testu testy testy
) . Mista
9010 Dimetylformamid aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Ethylenglykol Mista
9011 monomethylether aktivity 3ze3 373 3ze3 3ze3
Naftol AS-D Mista
905 chloracetat aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
906 a-naftylacetat Identita 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Pufracni Mista
903C koncentrat aktivit 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
TRIZMAL™ 6.3 Y
Pufracni .
902C koncentrat Tt'.s‘t.a 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
TRIZMAL™ 7.6 2Ktivity
Roztok
MHS1 hematoxylinu Jadra 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
podle Mayera
Roztok kyselého .
2852 hematoxylinu Jadra 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
o Mista
FBS25  Sul Fast Blue RR aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
o ) Mista
9015  Sul Fast Corinth V aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
3861  Koncentrat citratu Mista 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
aktivity

Varovani a rizika

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

390A:

SSO®

H301 + H311 + H331 Toxicky pFi poziti, pti styku s k(zi nebo pfi vdechnuti.

H315 Zplsobuje podrazdéni kize.

H317 Mlze vyvolat alergickou koZni reakci.

H318 Zplsobuje vazné poskozeni odi.

H341 Podezfeni na genetické vady.

H350 Méze zplsobit rakovinu.

H410 Velmi toxicky pro vodni organismy s dlouhodobymi Gcinky.

P273 Zabrante uvolfiovani do Zivotniho prostfedi.

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

P301 + P310 PRI POZITI: Okamyité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO / Iékare.

P302 + P352 + P312 PRI STYKU S KJZf: Umyjte velkym mnoZstvim vody. Pokud se necitite dobfe,
volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI stfedisko / lékare.

P304 + P340 + P311 PRI VDECHNUTI: Odvedte postizeného na Cerstvy vzduch a zajistéte mu
pohodiné dychani. Volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNT STREDISKO / lékare.

P305 + P351 + P338 PRI ZASAZENT OCi: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, pokud jsou nasazené a daji se snadno vyjmout. Pokracujte ve vyplachovani.

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

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

“ Vyrobce

Katalogové ¢islo

Kod sarze

Di] Prectéte si Navod k pouziti

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

Autorizovany zastupce v Evropském c E
spolecenstvi / Evropské unii

Diagnosticky zdravotnicky

Datum spotfeby prostfedek in vitro

Upozornéni

“
,}’ Teplotni limit
il

Datum vyroby Dovozce

Oznacuje autorizovaného
zéstupce ve Svycarsku
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Bruksanvisning

Leukocytt a-naftylacetate (ikke-spesifikk
esterase)- og leukocytt naftol-AS-Dkloracetat
(spesifikk esterase)-sett

Prosedyre nr. 90

ce MRRTK

Tiltenkt bruk

Sigma-Aldrich naftol-AS-D-kloracetatesterase- og a-naftylacetatesterase-sett er ment 8 vaere

en generell histologisk fargelgsning for bruk i et laboratorium. Naftol-AS-D-kloracetatesterase-
og a-naftolacetatesterase-reagenser er kun for profesjonell "in vitro-diagnostisk bruk". Denne
manuelle, kvalitative og histokjemiske prosedyren demonstrerer naftol-AS-D-kloracetatesterase-
og a-naftolacetatesterase-aktivitet i leukocytter i menneskeblod, benmargsfilmer eller
vevsbergringsavtrykk. Histologisk visualisering av leukocyttcellulaere esteraser er en unik teknikk
som ofte brukes innen medisin.

Cellulzere esteraser finnes overalt og ser ut til 8 representere en serie ulike enzymer som virker p8
utvalgte substrater. Under definerte reaksjonsforhold kan det vaere mulig 8 fastsl& hemapoietiske
celletyper ved bruk av spesifikke esterasesubstrater. De beskrevne metodene gir metoder for &
skjelne granulocytter fra monocytter.'®

For & utfgre testen inkuberes blod, benmargsfilmer eller vevsbergringsavtrykk med enten
naftol-AS-D-kloracetat eller a-naftylacetat ved tilstedeveerelse av et stabilt diazoniumsalt.
Enzymatisk hydrolyse av esterbindinger frigjer frie naftolforbindelser. Disse kobles til
diazoniumsalt og danner sterkt fargede avsetninger p& stedene med enzymaktivitet.

Reagenser

Dimetylformamid (kat.nr. 9010-25ML)

Dimetylformamid, 100 %. Fare. Brannfarlig vaeske og damp. Kan veere farlig ved svelging.
Farlig ved hudkontakt. Gir mild hudirritasjon. Gir alvorlig gyeirritasjon. Giftig ved inndnding.
Kan gi fosterskader. Innhent saerskilt instruks fgr bruk.

Etylenglykol-monometyleter (kat.nr. 9011-25ML)

2-metoksyetanol, 100 %. Fare. Brannfarlig vaeske og damp. Kan vaere farlig ved svelging.
Farlig ved hudkontakt. Gir mild hudirritasjon. Gir alvorlig gyeirritasjon. Giftig ved innanding.
Kan skade forplantningsevnen og gi fosterskader. Innhent saerskilt instruks far bruk.

Naftol-AS-D-kloracetat (kat.nr. 905-10CAP)
Naftol-AS-D-kloracetat. 20 mg/hette.

a-naftylacetat (kat.nr. 906-10CAP)

Naftol-AS-D-kloracetat. 20 mg/hette. Fare. Gir alvorlig gyeskade. Benytt vernehansker/gyevern/
ansiktsvern. VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fjern eventuelle
kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjore. Fortsett skyllingen.

TRIZMAL™ 6.3-bufferkonsentrat (kat.nr. 903C-50ML)
TRIZMA®-maleat, 200 mmol/I, kloroform tilsatt som konserveringsmiddel

TRIZMAL™ 7.6-bufferkonsentrat (kat.nr. 902C-50ML)
TRIZMA®-maleat, 200 mmol/I, kloroform tilsatt som konserveringsmiddel

Mayers hematoksylinlgsning (kat.nr. MHS1-100ML)
Hematoksylin, sertifisert, C.I. 75290, 0,1 % (vekt/volum) og stabiliseringsmidler

Syreh ksylinlgsning (kat.nr. 2852-100ML)
Hematoksylin, sertifisert, C.I. 75290, 1 g/I og stabiliseringsmidler, pH 3,3 ved 25 °C
Fast Blue RR-salt (kat.nr. FBS25-10CAP)

Fast Blue, C.I. 37155. Forhdndsveide kapsler. Den faktiske vekten til hver kapsel varierer ut fra
fargestoffets renhet og har blitt optimert av analysen.

Fast Corinth V-salt (kat.nr. 9015-10CAP)
Fast Corinth V-salt, 18-22 mg/hette. Fare. Farlig ved svelging. Farlig ved hudkontakt. Farlig ved
inndnding. Kan fordrsake kreft. Innhent saerskilt instruks fgr bruk. Benytt vernehansker/verneklzer.

Sitratkonsentrat (kat.nr. 3861-20ML)
Sitratbuffer, 0,38 mol/l, pH 5,4 ved fortynning i henhold til prosedyren

Spesielle materialer som kreves, men som ikke medfglger
e Metanol, absolutt

e Aceton, ACS-reagens

¢ Natriumfluorlgsning (kat.nr. 919-25ML), natriumfluorid, 2 g/dI
Oppbevaring og stabilitet

Dimetylformamid, etylenglykolmonometyleter, TRIZMAL™ 6.3-bufferkonsentrat, TRIZMAL™ 7.6-
bufferkonsentrat, Mayers hematoksylinlgsning og syrehematoksylinlgsning, oppbevares i
romtemperatur (18-26 °C).

Naftol-AS-D-kloracetat, a-naftylacetat og Fast Blue RR-salt oppbevares under 0 °C.
Fast Corinth V-salt og sitratkonsentrat oppbevares i kjgleskap (2-8 °C).

Naftol-AS-D-kloracetat, a-naftylacetat, Fast Blue RR-salt og Fast Corinth V-salt er stabile frem til
utlgpsdatoen som er angitt pd etikettene.

Fortynnet sitratlgsning er stabil i 1 uke hvis den oppbevares tett lukket i romtemperatur

(18-26 °C).

TRIZMAL™ 6.3-bufferkonsentrat, TRIZMAL™ 7.6-bufferkonsentrat og sitratkonsentrat er egnet for
bruk i fraveer av mikrobiell vekst.

Natriumfluorid, 2 g/dl. Oppbevares i romtemperatur (18-26 °C). Brukes hvis "Prosedyre for
a-naftylacetatesterase med fluoridhemming" utfores.

Forringelse
Kast dimetylformamid og etylenglykolmonometyleter hvis de er fargede eller uklare.

TRIZMAL™ 6.3-bufferlgsning fortynnet og TRIZMAL™ 7.6-bufferlgsning fortynnet skal brukes én
gang og deretter kastes.

Kasser Mayers hematoksylin og syrehematoksylinlgsning ndr tiden som kreves for egnet farging
overskrider tiden som er anbefalt i prosedyren med mer enn 5 minutter.

Fremstilling

Naftol-AS-D-kloracetatlgsning fremstilles ved 8 Igse opp innholdet i 1 kapsel naftol-AS-D-kloracetat
i 2 ml dimetylformamid. Fjern 1 kapsel fra fryseren etter behov. Fremstill umiddelbart fgr bruk.

a-naftylacetatlgsning fremstilles ved & Igse opp innholdet av 1 kapsel a-naftylacetat i 2 ml
etylenglykolmonometyleter. Fjern 1 kapsel fra fryseren etter behov. Fremstill umiddelbart fgr bruk.

TRIZMAL™ 6.3-bufferlgsning fortynnet fremstilles ved § fortynne 1 del TRIZMAL™ 6.3-bufferkonsentrat
med 9 deler avionisert vann. pH bgr veere 6,3 ved 25 °C.

TRIZMAL™ 7.6-bufferlgsning fortynnet fremstilles ved § fortynne 1 del TRIZMAL™ 7.6-bufferkonsentrat
med 9 deler avionisert vann. pH bgr veere 7,6 ved 25 °C.

Mayers hematoksylin og syrehematoksylinlgsning bgr filtreres for bruk.

Sitratfortynnet lgsning fremstilles ved 8 fortynne 1 del sitratkonsentrat med 9 deler avionisert vann.
pH 5,4 ved fortynning.

Sitrat-aceton-metanolfikseringsmiddel: I 18 ml fortynnet sitratlgsning tilsetter du 27 ml aceton
av ACS-kvalitet og 5 ml metanol. Oppbevares tett lukket i romtemperatur (18-26 °C). Kast etter
8 timer.

Forsiktighetsregler

IVD-ene inkludert i disse settene er beregnet for in vitro-diagnostisk bruk i et klinisk laboratoriemiljg.
Disse IVD-ene er kun for profesjonell bruk av kvalifisert personell. Sigma-Aldrich-IVD-er kan betjenes
av laboratoriepersonell som er opplaert i § handtere humane prgver som kan vaere smittsomme,
bruke mikroskoper og annet laboratorieutstyr og som har fargeoppfatning og synsskarphet for 8 skille
farger og andre elementer under et mikroskop.

Normale forsiktighetsregler for hdndtering av laboratoriereagenser bgr fglges. Avfall md kastes i
samsvar med alle lokale, statlige, provinsielle eller nasjonale forskrifter.

Prosedyre

Prgvetaking

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

Blod, benmargsfilmer, vevsbergringsavtrykk og cytosentrifugepreparater kan brukes med bde
a-naftylacetatesterase og naftol-AS-D-kloracetatesterase. Enten EDTA eller heparin vil fungere som
en antikoagulant.® Frosne og parafininnstgpte vev kan brukes med naftol-AS-D-kloracetatesterase.
a-naftylacetatesterase kan brukes med suksess pa frosne vevssnitt.!® Blod- eller benmargsfilmer
kan oppbevares fiksert i romtemperatur (18-26 °C) i flere uker eller ufiksert i flere dager uten
merkbar endring i aktivitet.** Ikke send fullblodet til analysering p& andre laboratorier. Send
fikserte eller ufikserte objektglass. Objektglass bgr oppbevares kjglig under transport. La filmen
terke minst 1 time fgr fiksering.

Merknader

De beskrevne prosedyrene utfgres ved 37 °C. Hvis reagensene ikke har denne temperaturen, kan
det oppsta svake eller negative reaksjoner. Det anbefales at temperaturen kontrolleres med et
ngyaktig termometer. Vannbad med kontrollert temperatur er mer effektive enn varmluftinkubatorer
og ber brukes til enzymcytokjemiske metoder. Varmeoverfgring gjennom glass er raskere enn
gjennom plast, og derfor bgr Coplin-beholdere av glass brukes.

Mange enzymsystemer er falsomme for sm& spor av vaskemiddel. Vasking av glass med fortynnet
blekemiddel etterfulgt av skylling i rikelige mengder avionisert vann vil forhindre vaskemiddeleffekt
pa cellulzere enzymer.

Resultatene er basert pd en viss grad av subjektiv tolkning. Individuelle laboratorier bgr fastsette
sine egne normalomrader.

Prosedyrer

Prosedyre for naftol-AS-D-kloracetatesterase

1. Fikser objektglassene i 1 minutt i sitrat-aceton-formaldehyd-fikseringsmiddel i romtemperatur
(18-26 °C).

2. Vask grundig i avionisert vann og lufttgrk i minst 20 minutter.

3. Tilsett innholdet av én kapsel Fast Corinth V-salt i 50 ml TRIZMAL™ 6.3-bufferlgsning
fortynnet, FORVARMET TIL 37 °C, under konstant omrgring.

4. N3r saltet er fullstendig opplgst i bufferen, tilsetter du 2 ml naftol-AS-D-kloracetatlgsning.
Lgsningen vil virke ganske uklar.

5. Fortsett 8 blande i 15-30 sekunder og overfar deretter til Coplin-beholderen. IKKE FILTRER.

6. Legg prover i fargelgsning (fra trinn 5) og inkuber ved 37 °C i 5 minutter.
MERK: BESKYTT MOT LYS.

7. Fjern objektglassene fra fargen og vask dem i avionisert vann i 3 minutter. Kast

fargelgsningen.

Om gnskelig, kontrastfarg i syrehematoksylinlgsning i 5-10 minutter og vask i vann fra springen.

9. Lufttgrk objektglassene og undersgk dem mikroskopisk. Hvis dekkglass kreves, m& du kun
bruke et vannholdig monteringsmedium.

Prosedyre for a-naftylacetatesterase

1. Fikser objektglassene i sitrat-aceton-formaldehyd-fikseringsmiddel i 1 minutt i romtemperatur
(18-26 °C).

2. Vask grundig i avionisert vann og lufttgrk i minst 20 minutter.

3. Tilsett innholdet av én kapsel Fast Blue RR-salt i 50 ml TRIZMAL™ 7.6-bufferlgsning fortynnet,
FORVARMET TIL 37 °C, under konstant omrgring.

4. N3r saltet er fullstendig opplgst i bufferen, tilsetter du 2 ml a-naftylacetatlgsning. Lgsningen
vil vaere gul og litt uklar.

5. Fortsett 8 rgre i 15-20 sekunder og overfgr deretter til Coplin-beholderen. IKKE FILTRER.

6. Legg prover i fargelgsning (fra trinn 5) og inkuber ved 37 °C i 30 minutter. MERK: BESKYTT
MOT LYS.

7. Fjern objektglassene fra fargen og vask dem i 3 minutter i avionisert vann. Kast
fargelgsningen.

8. Om gnskelig, kontrastfarg i 5-10 minutter i Mayers hematoksylinlgsning og vask i vann fra
springen.

9. Lufttgrk objektglassene og undersgk dem mikroskopisk. Hvis dekkglass kreves, m& du kun
bruke et vannholdig monteringsmedium.

®
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Prosedyre for esterase med dobbel farging

1. Utfgr a-naftylacetatesterasetest som beskrevet i prosedyren. Skal ikke kontrastfarges.

2. Skyll objektglassene i 5 minutter i avionisert vann.

3. Utfgr a-naftol-AS-D-kloracetatesterasetesten som beskrevet i prosedyretrinn 3-9.
Prosedyre for a-naftylacetatesterase med fluoridhemming
Selv om a-naftylacetatesterase primeert finnes i celler av monocytisk cellelinje ndr de utfgres som

beskrevet, bgr det vedkjennes at megakaryocytter og erytroide forlgpere er positive for dette enzymet.!

Lymfocytter og noen modne granulocytter viser ogsa sporadisk positivitet.5 For 8 differensiere disse
cellene definitivt fra monocytter er natriumfluorid innlemmet i inkubasjonssystemet. Monocyttenzymet
inaktiveres ved tilstedevaerelse av denne forbindelsen.!? Fglgende prosedyre kan brukes til § utfgre
fluoridhemmingstesten.

1. Fikser objektglassene i sitrat-aceton-formaldehyd-fikseringsmiddel i 1 minutt i romtemperatur
(18-26 °C).

2. Vask grundig i avionisert vann og lufttgrk i minst 20 minutter.

3. Merk 2 begre A og B, og tilsett folgende:

Beger A Beger B
Forvarmet 37 °C TRIZMAL™ 7.6-fortynningsbuffer 50 ml 50 ml
Tilsett Fast Blue RR under konstant omrgring 1 kapsel* 1 kapsel*
a-naftylacetatlgsning 2ml 2ml
Natriumfluoridlgsning - 2ml

*Innhold i 1 kapsel

4. Bland godt og hell i Coplin-beholdere merket A og B.
5. Fortsett som beskrevet i trinn 6-9 i prosedyren for a-naftylacetatesterase.

Ytelsesegenskaper
Skaringsmetode

Skann filmen og velg et tynt omrade med f& erytrocytter. Steder med naftol-AS-D-kloracetatesteraseaktivitet

vises som knallrgd granulering, a-naftylacetatesterase som svart granulering. Gi vurdering fra 0 til 4+ pd
grunnlag av mengde og intensitet av individuelle fargestoff i cytoplasmaet til de relevante celletypene.

Egenskaper ved skring er noe basert pa subjektiv tolkning. Et foreslatt skaringsformat er oppfert i tabell 1.

Konklusjoner fokuserer pd relativ tilstedevaerelse eller fraveer av farging.

Tabell 1. Skéringsegenskaper

Cellevurdering Fargeintensitet Tolkning
0+ Ingen —
1+ Svak til moderat +
2+ Moderat til sterk +
3+ Sterk +
4+ Stralende +

Resultater

Naftol-AS-D-kloracetatesterase

Dette enzymet anses som regel & vaere spesifikt for granulocytiske cellelinjer. Cellene skal vise rgd
granulering. Aktivitet er svak eller fravaerende i monocytter og lymfocytter.
a-naftylacetatesterase

Under analyseforholdene (pH 7,6) pavises dette enzymet primaert i monocytter, makrofager og
histiocytter, og er s8 godt som fravaerende i granulocytter. Monocytter skal vise svart granulering.
Lymfocytter kan av og til utvise aktivitet.

a-naftylacetatesterase med fluoridhemming

Alle celler av monocyttisk cellelinje er negative for enzymaktivitet, med unntak av differensierte
histiocytter eller spesialiserte makrofager i vev som ogsd kan vaere resistent mot natriumfluorid.®
Esterase med dobbel farging

Prgver tatt med den doble fargingsprosedyren viser granulocytter med rgd granulering og monocytter
med svart granulering.

Den forventede cellulaere reaktiviteten til tester for esteraseaktivitet er oppsummert i tabell II.

Tabell II. Cytokjemiske reaksjoner av blodceller

Celletype klor:cfcte::tz:t-:'-ase a-naftylacetatesterase
Myeloblaster + +
Promyelocytter + +
Ngytrofiler + —
Eosinofiler — —
Basofiler + —
Monocytter — +
Lymfocytter - +
Lymfoblaster - +
Megakaryocytter — +
Erytroblaster — +
Plasmaceller - +
Mastceller + —
Harceller — +
Histiocytter + +

Reagenssystemet bgr overv8kes ved bruk av positive og negative kontrollobjektglass. Positive
kontrollobjektglass kan forberedes fra spesifikke cellelinjer som er kjent for 8 vaere positive.

Alternativt kan antikoagulert blod fra normale prgver (helst med gkt monocyttall ved bruk av en
prosedyre med a-naftylacetatesterase) ogsé brukes, men de gir mindre intens farging og har faerre
positive celler.

Kjente negative pasientobjektglass kan brukes som en negativ kontroll. Hvis dette ikke er tilgjengelig,
kan gnskede resultater oppnds ved & farge en prgve i en inkubasjonsblanding uten substratet.
Forstnevnte er imidlertid sterkt anbefalt.

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

Analytiske ytelsesegenskaper

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

Kat. Produkt- Mal Spesifisitet Fglsomhet Spesifisitet Fglsomhet
nr. beskrivelse innen innen mellom mellom
analyse analyse analyser analyser
9010  Dimetylformamid  Stedermed 54y 3 3av3 3av3 3av3
905 NaftolAS-D-  Stedermed 34y 3 3av3 3av3 3av3
906 a-naftylacetat Identitet 3av3 3av3 3av3 3av3
MHS1 Maz’;ﬁlzgmgg’k' Kjerner 3av3 3av3 3av3 3av3
2852 Syrehﬁan;:i'cr?;sylin- Kjerner 3av3 3av3 3av3 3av3
FBS25 FastBlue RR-salt “todermed 353 3av3 3av3 3av3
9015  Fast Corinth V-salt St:ft?citr‘;fd 3av3 3av3 3av3 3av3
3861 Sitratkonsentrat Staelft?vrigted 3av3 3av3 3av3 3av3

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

390A:

S SO®

H301 + H311 + H331 Giftig ved svelging, ved hudkontakt eller ved inndnding.

H315 Irriterer huden.

H317 Kan utlgse en allergisk hudreaksjon.

H318 Gir alvorlig gyeskade.

H341 Mistenkes for & kunne forarsake genetiske skader.

H350 Kan fordrsake kreft.

H410 Meget giftig, med langtidsvirkning, for liv i vann.

P273 Unnga utslipp til miljget.

P280 Benytt vernehansker/verneklzer/gyevern/ansiktsvern.

P301 + P310 VED SVELGING: Kontakt umiddelbart et GIFTINFORMASJONSSENTER / en lege.

P302 + P352 + P312 VED HUDKONTAKT: Vask med mye vann. Kontakt et
GIFTINFORMASJONSSENTER / en lege ved ubehag.

P304 + P340 + P311 VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og serg for at vedkommende har
en stilling som letter ndedrettet. Kontakt et GIFTINFORMASIONSSENTER / en lege.

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

Hvis det har oppstatt en alvorlig hendelse under bruk av denne enheten eller
som et resultat av bruken, rapporter det til produsenten og/eller produsentens
autoriserte representant og til din nasjonale myndighet.

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

Produsent Katalognummer

Se bruksanvisning Batchkode

EU-samsvarserklzering (definert i

Autorisert representant i C €
IVDR 2017/746)

Det europeiske fellesskap / EU

In vitro-diagnostisk medisinsk

Best for-dato utstyr

Temperaturgrense Forsiktighetsregel

A
Produksjonsdato @

Importgr

Angir autorisert representant i
Sveits
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Kullanma Talimati

Lokosit a-Naftil Asetat (Spesifik Olmayan
Esteraz) ve Lokosit Naftol AS-D Kloroasetat
(Spesifik Esteraz) Kiti

Prosedulir No. 90

ce MRRTK

Kullanim Amaci

Sigma-Aldrich Naftol AS-D Kloroasetat Esteraz ve a-Naftil Asetat Esteraz kitleri genel laboratuvar
kullanimi igin histolojik boya olarak tasarlanmistir. Naftol AS-D kloroasetat esteraz ve a-naftil asetat
esteraz reaktifleri yalnizca profesyonel "in Vitro Tani Amagli Kullanim" igindir. Bu manuel, kalitatif,
histokimyasal prosediir, insan kani, kemik iligi veya doku dokundurma preparatlarinin I6kositlerinde,
naftol AS-D kloroasetat esteraz ve a-naftil asetat esteraz aktivitesini gosterir. Lokosit hiicresel
esterazlarinin histolojik olarak gorsellestiriimesi, su anda tipta yaygin olarak kullanilan benzersiz

bir tekniktir.

Hiicresel esterazlar yaygin olarak bulunmakta ve segilmis substratlar tzerinde etkili olan bir dizi
farkl enzimi temsil ediyor gibi gériinmektedir. Tanimlanmis reaksiyon kosullari altinda, spesifik
esteraz substratlari kullanilarak hemopoietik hiicre tiplerinin belirlenmesi miimkin olabilir.
Agiklanan yontemler, grandlositleri monositlerden ayirt etmek igin araglar saglar.'

Testi gergeklestirmek igin kan, kemik iligi filmleri veya doku dokundurma preparatlari, kararl
bir diazonyum tuzunun varliginda naftol AS-D kloroasetat veya a-naftil asetat ile inklbe edilir.
Ester baglantilarinin enzimatik hidrolizi, serbest naftol bilesiklerini serbest birakir. Bunlar,
diazonyum tuzu ile birleserek enzim aktivitesi bolgelerinde oldukga renkli birikintiler olusturur.

Reaktifler

Dimetil Formamid (Kat. No. 9010-25ML)

Dimetil formamid, %100. Tehlike. Alevlenir sivi ve buhar. Yutulmasi halinde zararl olabilir.

Cilt ile temasi zararlidir. Hafif cilt tahrisine neden olur. Ciddi géz tahrisine neden olur. Solunmasi
durumunda toksiktir. Dogmamis gocukta hasara yol agabilir. Kullanmadan 6nce 6zel kullanma
talimatlarini edinin.

Etilen Glikol Monometil Eter (Kat. No. 9011-25ML)

2-MetoksiEtanol, %100. Tehlike. Alevlenir sivi ve buhar. Yutulmasi halinde zararli olabilir.

Cilt ile temasi zararhdir. Hafif cilt tahrisine neden olur. Ciddi g6z tahrigine neden olur. Solunmasi
durumunda toksiktir. Uremede veya dogmamis cocukta hasara yol acabilir. Kullanmadan énce 6zel
kullanma talimatlarini edinin.

Naftol AS-D Kloroasetat (Kat. No. 905-10CAP)
Naftol AS-D Kloroasetat, 20 mg/kap.

a-Naftil Asetat (Kat. No. 906-10CAP)

Naftol AS-D Kloroasetat, 20 mg/kap. Tehlike. Ciddi g6z hasarina neden olur. Koruyucu eldiven/
g6z koruyucu/yiiz koruyucu kullanin. GOZLE TEMASI DURUMUNDA: Birkag dakika suda dikkatlice
durulayin. Varsa ve yapmasi kolaysa kontakt lensleri gikarin. Durulamaya devam edin.

TRIZMAL™ 6.3 Tampon Konsantresi (Kat. No. 903C-50ML)
TRIZMA® maleat, 200 mmol/L, Koruyucu olarak kloroform eklenir.

TRIZMAL™ 7.6 Tampon Konsantresi (Kat. No. 902C-50ML)
TRIZMA® maleat, 200 mmol/L, Koruyucu olarak kloroform eklenir.

Mayer Hematoksilen Gozeltisi (Kat. No. MHS1-100ML)
Hematoksilen, sertifikali, C.I. 75290, %0,1 (a/h) ve stabilizatorler.

Asit Hematoksilen Cozeltisi (Kat. No. 2852-100ML)
Hematoksilen sertifikal, C.I. 75290, 1 g/L ve stabilizatérler, 25°C'de pH 3,3.

Hizli Mavi RR Tuzu (Kat. No. FBS25-10CAP)
Hizli Mavi, C.I. 37155. Onceden tartilmis kapsiiller. Kapsiil basina gergek agirlik, boya partisinin
safligina gore degisecektir ve test yardimi ile optimize edilmistir.

Hizli Korint V Tuzu (Kat. No. 9015-10CAP)

Hizl Korint V Tuzu, 18-22 mg/kap. Tehlike. Yutulmasi halinde zararhdir. Cilt ile temasi zararhdir.
Solunmasi halinde zararlidir. Kansere neden olabilir. Kullanmadan énce 6zel kullanma talimatlarini
edinin. Koruyucu eldiven/koruyucu giysi giyin.

Sitrat Konsantresi (Kat. No. 3861-20ML)

Sitrat tamponu, 0,38 mol/L, prosedire gore seyreltildiginde pH 5,4.

Saglanmayan Gerekli Ozel Malzemeler

e Metanol, Mutlak

¢ Aseton, ACS Reaktifi

e Sodyum Floriir Cozeltisi (Kat. No. 919-25ML) Sodyum florir, 2 g/dL
Saklama ve Stabilite

Dimetil Formamid, Etilen Glikol Monometil Eter, TRIZMAL™ 6.3 Tampon Konsantresi, TRIZMAL™ 7.6
Tampon Konsantresi, Mayer Hematoksilen Gozeltisi ve Asit Hematoksilen Gozeltisi oda sicakliginda
(18-26°C) saklanir.

Naftol AS-D Kloroasetat a-Naftil Asetat ve Hizli Mavi RR Tuzu 0°C'nin altinda saklanir.
Hizl Korint V Tuzu ve Sitrat Konsantresi buzdolabinda (2-8°C) saklanir.

Naftol AS-D Kloroasetat, a-Naftil Asetat, Hizli Mavi RR Tuz ve Hizli Korinth V Tuzu, etiketlerde
belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir.

Sitrat Seyreltik Cozeltisi, oda sicakhidinda (18-26°C) adzi sikica kapali olarak saklanirsa 1 hafta
stabildir.

TRIZMAL™ 6.3 Tampon Konsantresi, TRIZMAL™ 7.6 Tampon Konsantresi ve Sitrat Konsantresi,
mikrobiyal buyimenin olmadigi durumlarda kullanima uygundur.

Sodyum floriir, 2 g/dL. Oda sicaklifinda (18-26°C) saklayin. "Floriir inhibisyonu ile a-Naftil Asetat
Esteraz Prosediri" gergeklestirildiginde kullanilir.

Bozulma
Renkli veya bulaniksa Dimetil Formamid ve Etilen Glikol Monometil Eteri atin.

TRIZMAL™ 6.3 Seyreltik Tampon Cozeltisi ve TRIZMAL™ 7.6 Seyreltik Tampon Cozeltisi bir kez
kullanilmali ve sonra atiimalidir.

Uygun boyama igin gereken siire prosedirde tavsiye edilen sireyi 5 dakikadan fazla asarsa Mayer
Hematoksilen ve Asit Hematoksilen Cozeltisini atin.

Hazirlama

Naftol AS-D Kloroasetat Cozeltisi, 1 kapstl Naftol AS-D Kloroasetat igerigini 2 mL Dimetil Formamid
iginde ¢ozerek hazirlanir. Gerektiginde 1 kapsiilii dondurucudan gikarin. Kullanmadan hemen 6nce
hazirlayin.

a-Naftil Asetat Gozeltisi, 1 kapsul a-Naftil Asetat igerigini 2 mL Etilen Glikol Monometil Eter iginde
cozerek hazirlanir. Gerektiginde 1 kapsiili dondurucudan gikarin. Kullanmadan hemen 6nce
hazirlayin.

TRIZMAL™ 6.3 Seyreltik Tampon Cozeltisi, 1 6lgli TRIZMAL™ 6.3 Tampon Konsantresini 9 6lgu
deiyonize su ile seyrelterek hazirlanir. pH 25°C'de 6,3 olmaldir.

TRIZMAL™ 7.6 Seyreltik Tampon Cézeltisi, 1 6lgli TRIZMAL™ 7.6 Tampon Konsantresini 9 6lgli
deiyonize su ile seyrelterek hazirlanir. pH 25°C'de 7,6 olmaldir.

Mayer Hematoksilen ve Asit Hematoksilen Cozeltisi kullanilmadan 6nce filtre edilmelidir.

Sitrat Seyreltik Cozeltisi, 1 6lgl Sitrat Konsantresini 9 6l deiyonize su ile seyrelterek hazirlanir.
Seyreltildiginde pH 5,4 olmalidir.

Sitrat-Aseton-Metanol Fiksatifi: 18 mL Sitrat Seyreltik Cozeltisine 27 mL ACS dereceli Aseton ve
5 mL Metanol ekleyin. Oda sicakliginda (18-26°C) kapadi agzi sikica kapali olarak saklayin. 8 saat
sonra atin.

Onlemler

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

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

Prosediir

Numune Toplama

Bilinen higbir test yontemi, kan numunelerinin veya dokunun enfeksiyon bulastirmayacagini tam
olarak garanti edemez. Bu nedenle, tim kan tlrevleri veya doku numuneleri potansiyel olarak
bulasici kabul edilmelidir.

Kan, kemik iligi filmleri, doku dokundurma preparatlari ve hiicre santrifiij preparatlari, hem a-naftil
asetat esteraz hem de naftol AS-D kloroasetat esteraz ile kullanilabilir. EDTA veya heparin, antikoagulan
gorevi gorecektir.® Dondurulmus ve parafine gémullt dokular, naftol AS-D kloroasetat esteraz ile
kullanilabilir. a-Naftil asetat esteraz, donmus doku kesitlerinde basariyla kullanilabilir.* Kan veya kemik
iligi filmleri aktivitede kayda deger bir degisiklik olmaksizin oda sicakliginda (18-26°C) fiksasyon
uygulanmis olarak birkag hafta veya fiksasyon uygulanmamis olarak birkag giin saklanabilir.5° Diger
laboratuvarlarda tahlil igin tam kani géndermeyin. Fiksasyonlu ve fiksasyonsuz lamlari génderin.
Tasima sirasinda lamlar soguk kalmalidir. Fiksasyondan en az 1 saat énce filmlerin kurumasini bekleyin.

Notlar

Agiklanan prosediirler 37°C'de gergeklestirilir. Reaktifler bu sicaklikta degilse zayif veya negatif
reaksiyonlar elde edilebilir. Sicakliklarin dogru bir termometre ile kontrol edilmesi énerilir. Kontrollt
sicakliktaki su banyolari, sicak hava inkibatérlerinden daha etkilidir ve enzim sitokimyasal
yoéntemleri igin kullaniimalidir. Camdan 1si transferi plastikten daha hizlidir, bu nedenle cam Coplin
kavanozlari kullaniimalidir.

Birgok enzim sistemi, cok kiglk deterjan kalintilarina karsi hassastir. Cam esyalarin seyreltik
agartici ile yikanmasi ve ardindan bol miktarda deiyonize su ile durulanmasi, hicresel enzimler
tizerindeki deterjan etkisini 6nleyecektir.

Sonuglar, belirli bir dereceye kadar subjektif yorumlamaya dayanmaktadir. Her laboratuvar kendi
normal araliklarini olusturmalidir.

Proseddrler

Naftol AS-D Kloroasetat Esteraz Prosediirii
1. Lamlara oda sicakliginda (18-26°C) Sitrat-Aseton-Metanol Fiksatif iginde 1 dakika fiksasyon
uygulayin.
2. Deiyonize suda iyice yikayin ve en az 20 dakika kurutun.
3. 50 mL TRIZMAL™ 6.3 Seyreltik Tampon Gozeltisine, ONCEDEN 37°C'YE ISITILMIS, 1 kapstil
Hizl Korinth V Tuzu igerigini stirekli karistirarak ekleyin.
4. Tuz, tamponda tamamen ¢6zlindiglinde 2 mL Naftol AS-D Kloroasetat Gozeltisini ekleyin.
Gozelti oldukga bulanik gériinecektir.
5. 15-30 saniye karistirmaya devam edin, ardindan Coplin kavanozuna ekleyin. FILTRELEMEYIN.
6. Numuneleri boyama gozeltisine (Adim 5'ten) yerlestirin ve 37°C'de 5 dakika inkiibe edin.
NOT: ISIKTAN KORUYUN.
7. Lamlari boyadan gikarin ve deiyonize suda 3 dakika yikayin. Boyama gozeltisini atin.
8. Istenirse Asit Hematoksilen Cézeltisinde 5-10 dakika zit boyama yapin ve musluk suyunda
yikayin.
9. Lamlari kurumaya birakin ve mikroskobik olarak inceleyin. Lamel gerekiyorsa, yalnizca sulu bir
yerlestirme ortami kullanin.
a-Naftil Asetat Esteraz Prosediirii
1. Oda sicakhiginda (18 -26°C) Sitrat-Aseton-Metanol Fiksatif iginde lamlara 1 dakika fiksasyon
uygulayin.
2. Deiyonize suda iyice yikayin ve en az 20 dakika kurutun.
3. 50 mL TRIZMAL™ 7.6 Seyreltik Tampon Gozeltisine, ONCEDEN 37°C'YE ISITILMIS, 1 kapstil
Hizli Mavi RR Tuz igerigini surekli karistirarak ekleyin.
4. Tuz, tamponda tamamen ¢6zindiglinde 2 mL a-Naftil Asetat Cozeltisini ekleyin. Gozelti sari ve
hafif bulanik olacaktir.
5. 15-20 saniye karistirmaya devam edin, ardindan Coplin kavanozuna ekleyin. FILTRELEMEYIN.
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6. Numuneleri boyama gozeltisine (Adim 5'ten) yerlestirin ve 37°C'de 30 dakika inkiibe edin.
NOT: ISIKTAN KORUYUN.
7. Lamlar boyadan gikarin ve deiyonize suda 3 dakika yikayin. Boyama gozeltisini atin.
8. Istenirse Mayer Hematoksilen Gozeltisinde 5-10 dakika zit boyama yapin ve musluk suyunda
yikayin.
9. Lamlan kurumaya birakin ve mikroskobik olarak inceleyin. Lamel gerekiyorsa, yalnizca sulu bir
yerlestirme ortami kullanin.
Cift Boyama Esteraz Prosediirii
1. a-Naftil Asetat Esteraz testini Prosedir béliiminde agiklandigi gibi gergeklestirin. Zit boyama
yapmayin.
2. Lamlari deiyonize suda 5 dakika durulayin.
3. Naftol AS-D Kloroasetat Esteraz testini prosediir Adimlari 3-9'da agiklandigi gibi gergeklestirin.
Floriir inhibisyonu ile a-Naftil Asetat Esteraz Prosediirii
a-naftil asetat esteraz, agiklandigi gibi gergeklestirildiginde temel olarak monositik soy hucrelerinde
bulunmasina ragmen, megakaryositler ve eritroid énctllerinin bu enzim igin pozitif oldugu kabul
edilmelidir.* Lenfositler ve bazi olgun granlositler de ara sira pozitiflik gosterir.> Bu hiicreleri kesin olarak
monositlerden ayirt etmek igin inkiibasyon sistemine sodyum floriir eklenir. Monosit enzimi, bu bilesigin
varliginda inaktive edilir.!2 Florur inhibisyon testini gergeklestirmek igin asagidaki prosediir kullanilabilir.

1. Oda sicakhiginda (18-26°C) Sitrat-Aseton-Metanol Fiksatif iginde lamlara 1 dakika fiksasyon
uygulayin.

2. Deiyonize suda iyice yikayin ve en az 20 dakika kurutun.

3. 2 adet beheri A ve B olarak etiketleyin ve asadidakileri ekleyin:

Beher A Beher B
Onceden 37°C'ye 1sitilmig TRIZMAL™ 7.6 50 mL 50 mL
Seyreltik Tampon
Surekli karistirarak Hizli Mavi RR ekleyin 1 kapsul* 1 kapsul*
a-Naftil Asetat Cozeltisi 2 mL 2mL
Sodyum Florir Cozeltisi - 2 mL

*1 Kapsil Igerigi
4. Tlyice kanistirin ve A ve B etiketli Coplin kavanozlarina dokiin.
5. a-Naftil Asetat Esteraz Prosediir Adimlari 6-9'da acgiklandidi gibi devam edin.
Performans Ozellikleri

Skorlama Yéntemi

Filmi tarayin ve birkag eritrosit igeren ince bir alan segin. Naftol AS-D Kloroasetat Esteraz aktivitesi
bolgeleri parlak kirmizi graniilasyon olarak, a-Naftil Asetat Esteraz ise siyah granilasyon olarak
gbdriinecektir. lgili hiicre tiplerinin sitoplazmasi igindeki tek tek boyalarin miktarina ve yogunluguna gére
0 ila 4+ arasinda skor verin. Skorlama 6zellikleri kismen subjektif yorumlamaya dayanmaktadir. Onerilen
skorlama formati Tablo 1'de sunulmustur. Sonuglar, boyanmanin géreceli varligi veya yokluguna odakhidir.

Tablo 1. Skorlama Ozellikleri

Hiicre Derecelendirmesi Boyama Yogunlugu Yorum
0+ Yok —
1+ Silik ila Orta +
2+ Orta ila Guglu +
3+ Guglu +
4+ Parlak +

Sonuglar

Naftol AS-D Kloroasetat Esteraz

Bu enzimin genellikle granilositik soydan gelen hicreler igin spesifik oldugu kabul edilir. Hicreler kirmizi
granilasyon gostermelidir. Monositler ve lenfositlerde aktivite zayiftir veya yoktur.

a-Naftil Asetat Esteraz

Test kosullari altinda (pH 7,6) bu enzim baslica monositlerde, makrofajlarda ve histiyositlerde saptanir
ve granulositlerde hemen hemen yoktur. Monositler siyah granilasyon gdstermelidir. Lenfositler bazen
aktivite gosterebilir.

Floriir Inhibisyonu ile a-Naftil Asetat Esteraz

Sodyum floride direngli olabilen dokudaki farkhilagmis histiyositler veya 6zellesmis makrofajlar disinda,
monositik soydan gelen tiim hiicreler enzim aktivitesi agisindan negatif olacaktir.'

Cift Boyama Esteraz

Cift boyama proseduriyle alinan numuneler, kirmizi granilasyonlu granilositleri ve siyah granilasyonlu
monositleri gosterecektir.

Esteraz aktivitesi igin testlerin beklenen hiicresel reaktivitesi Tablo II'de 6zetlenmistir.

Tablo II. Kan Hcrelerinin Sitokimyasal Reaksiyonlari

Naftol AS-D Kloroasetat

Hiicre Tipi Esteraz a-Naftil Asetat Esteraz
Miyeloblastlar + +
Promiyelositler + +
Nétrofiller + —
Eozinofiller — —
Bazofiller + —
Monositler - +
Lenfositler - +
Lenfoblastlar — +
Megakaryositler — +
Eritroblastlar - +
Plazma Hucreleri - +
Mast Hucreleri + —
Taylt Hucreler - +
Histiyositler + +

Reaktif sistemi, pozitif ve negatif kontrol lamlari kullanilarak izlenmelidir. Pozitif kontrol lamlari, pozitif
oldugu bilinen spesifik hiicre hatlarindan hazirlanabilir.

Alternatif olarak, normal numunelerden (tercihen a-naftil asetat esteraz proseduri kullaniliyorsa artan
monosit sayisiyla) antikoagtile edilmis kan da kullanilabilir; ancak bunlar daha az yogun boyamaya
sebep olacak ve daha az pozitif hiicreye sahip olacaktir.

Bilinen negatif hasta lamlari negatif kontrol olarak kullanilabilir. Mevcut degilse, bir numunenin substrat
cikarilarak inkiibasyon karisiminda boyanmasi istenen sonuglari verecektir. Ancak, ilkinin kullaniimasi
siddetle tavsiye edilir.

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

Analitik Performans Ozellikleri

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

Kat. OUriin Tanimi Hedef Tahlil ici Tahlil ici Tahliller Tahliller
No. Ozgiilliik Duyarhhk . Arasi Arasi
Ozgiilliik Duyarhhk
9010  Dimetil Formamid Eﬁjklgglizii 3te3 3te 3 3te 3 3te 3
Etilen Glikol Aktivite " ' B i
9011 Monometil Eter Bolgeleri 3te3 3'te3 3te3 3te 3
Naftol AS-D Aktivite . . ! i
905 Kloroasetat Bolgeleri 3te3 3te3 3te3 3te3
906 a-Naftil Asetat Kimlik 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
TRIZMAL™ 6.3 L
903C Tampon £§tlg;;$i 3te 3 3te 3 3te 3 3te 3
Konsantresi 9
TRIZMAL™ 7.6 -
902¢ Tampon ptivite, Jte 3 3Jte 3 3Jte 3 3te 3
Konsantresi 9
Mayer
MHS1 Hematoksilen Cekirdekler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Cozeltisi
Asit Hematoksilen . y ' . i
2852 Cozeltisi Cekirdekler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
FBS25 Hizh Mavi RR Tuzu B’*g‘lggli;fi 3te 3 3te 3 Jte 3 te 3
9015  Hizl Korint V Tuzu B’*;ggl'gil 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
3861  Sitrat Konsantresi B“g‘lgg;fi 3te 3 3te 3 Jte 3 3te 3

Uyarilar ve Tehlikeler

Glincellenmis herhangi bir risk, tehlike veya glvenlik bilgisi igin Glvenlik Veri Formuna ve trin
etiketine bakin.

390A:

S SO®

H301 + H311 + H331 Yutulmasi, cilt ile temasi veya solunmasi halinde toksiktir.

H315 Cilt tahrisine neden olur.

H317 Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.

H318 Ciddi géz hasarina neden olur.

H341 Genetik kusurlara neden olabilir.

H350 Kansere neden olabilir.

H410 Sudaki yasam igin uzun sureli etkiyle gok toksiktir.

P273 Gevreye salinmasini énleyin.

P280 Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz koruyucu/ytz koruyucu kullanin.

P301 + P310 YUTULMASI HALINDE: Derhal bir ZEHIR DANISMA MERKEZINi/doktoru arayin.

P302 + P352 + P312 CILTLE TEMASI HALINDE: Bol suyla yikayin. Kendinizi iyi hissetmiyorsaniz bir
ZEHIR DANISMA MERKEZiNi/doktoru arayin.

P304 + P340 + P311 SOLUNMASI HALINDE: Kisiyi temiz havaya gikarin ve rahatga nefes alabilecegi
bir durumda tutun. Bir ZEHIR DANISMA MERKEZiNi/doktoru arayin.

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

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

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

Uretici Katalog Numarasi

Kullanma Talimatina bakin Parti Kodu

Avrupa Birligi Uygunluk Beyani

Avrupa Toplulugu'nda/Avrupa
c € (IVDR 2017/746'da tanimlanmstir)

Birligi'nde Yetkili Temsilci

Son Kullanma Tarihi in vitro tani amagl tibbi cihaz

Sicaklik Sinirt Dikkat

Uretim Tarihi ithalatgi

isvigre'deki Yetkili Temsilciyi Belirtir
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Kayttéohje

a-naftyyliasetaatti (epaspesifinen esteraasi)-
ja naftoli-AS-D-klooriasetaatti (spesifinen
esteraasi) -pakkaus leukosyyteille

Menetelmanro 90

ce MRRTK

Kayttotarkoitus

Sigma-Aldrichin naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasi- ja a-naftyyliasetaattiesteraasipakkaukset
on tarkoitettu histologiseen varjdykseen yleisessa laboratoriokdytéssa. Naftoli-AS-D-
klooriasetaattiesteraasi- ja a-naftyyliasetaattiesteraasireagenssit on tarkoitettu vain
ammattikayttéon in vitro -diagnostiikassa. Tama manuaalinen, kvalitatiivinen, histokemiallinen
menetelma osoittaa naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasi- ja a-naftyyliasetaattiesteraasitoiminnan
ihmisen veren tai luuytimen sivelyvalmisteiden tai kudoskosketusvalmisteiden leukosyyteissa.
Leukosyyttiesteraasien histologinen visualisointi on ainutlaatuinen tekniikka, joka on
nykylaaketieteessd yleisessa kaytossa.

Solujen esteraaseja on lasna kaikkialla, ja ne edustavat eri entsyymeja, jotka vaikuttavat tiettyihin
substraatteihin. Tarkoin madratyissa reaktio-olosuhteissa on mahdollista maarittaa hemopoieettisia
solutyyppeja spesifisten esteraasisubstraattien avulla. Kuvatut menetelmat tarjoavat tavan erottaa
granulosyyttejé monosyyteistd.'®

Testin suorittamiseksi veri, luutimen sivelyvalmisteet tai kudoskosketusvalmisteet inkuboidaan
joko naftoli-AS-D-klooriasetaattiin tai a-naftyyliasetaattiin, jossa on stabiilia diatsoniumsuolaa.
Esterisidosten entsymaattinen hydrolyysi vapauttaa vapaita naftoliyhdisteitd. Ne sidostuvat
diatsoniumsuolan kanssa ja muodostavat voimakkaan vérisia kertymia alueille, joissa

on entsyymitoimintaa.

Reagenssit

Dimetyyliformamidi (luettelonro 9010-25ML)

Dimetyyliformamidi,” 100 %. Vaara. Syttyva neste ja hoyry. Voi olla haitallista nieltyna. Haitallista
joutuessaan iholle. Arsyttaa lievasti ihoa. Arsyttda voimakkaasti silmia. Myrkyllistd hengitettyna.
Saattaa vaurioittaa sikiotd. Lue erityisohjeet ennen kayttoa.

Etyl iglykoli tyylieetteri (luettelonro 9011-25ML)

2-metoksietanoli, 100 %. Vaara. Syttyva neste ja hdyry. Voi olla haitallista nieltyna. Haitallista
joutuessaan iholle. Arsyttaa lievasti ihoa. Arsyttad voimakkaasti silmia. Myrkyllistd hengitettyna.
Saattaa heikentaa hedelmallisyytta tai vaurioittaa sikiota. Lue erityisohjeet ennen kayttoa.

Naftoli-AS-D-klooriasetaatti (luettelonro 905-10CAP)
Naftoli-AS-D-klooriasetaatti, 20 mg/kapseli.

a-naftyyliasetaatti (luettelonro 906-10CAP)

Naftoli-AS-D-klooriasetaatti, 20 mg/kapseli. Vaara. Voimakkaasti silmia vaurioittavaa. Kayta
suojakasineitd/silmiensuojainta/kasvonsuojainta. JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo
huolellisesti vedelld usean minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka
huuhtomista.

TRIZMAL™ 6.3 -puskurikonsentraatti (luettelonro 903C-50ML)
TRIZMA®-maleaatti, 200 mmol/I. Kloroformia lisétty sailontaaineeksi

TRIZMAL™ 7.6 -puskurikonsentraatti (luettelonro 902C-50ML)
TRIZMA®-maleaatti, 200 mmol/I. Kloroformia lisatty sailontaaineeksi

Mayerin hematoksyliiniliuos (luettelonro MHS1-100ML)
Hematoksyliini, sertifioitu, vari-indeksi 75290, 0,1 % (w/v), ja stabilointiaineet

Hapan hematoksyliiniliuos (luettelonro 2852-100ML)
Hematoksyliini, sertifioitu, vari-indeksi 75290, 1 g/I, ja stabilointiaineet, pH 3,3 lampétilan
ollessa 25 °C

Nopea sini-RR-suola (luettelonro FBS25-10CAP)

Nopea sini, vari-indeksi 37155. Esipunnitut kapselit. Kapselin todellinen paino vaihtelee variaine-
eran puhtauden mukaan, ja se on optimoitu méaarityksessa.

Nopea Corinth V -suola (luettelonro 9015-10CAP)

Nopea Corinth V -suola, 18-22 mg/kapseli. Vaara. Haitallista nieltyna. Haitallista joutuessaan
iholle. Haitallista hengitettyna. Saattaa aiheuttaa sy6paa. Lue erityisohjeet ennen kayttoa. Kayta
suojakésineitd/suojavaatetusta.

Sitraattikonsentraatti (luettelonro 3861-20ML)

Sitraattipuskuri, 0,38 mol/Il, pH 5,4, menettelyohjeiden mukaisesti laimennettuna

Tarvittavat erityismateriaalit, jotka eivat sisally pakkaukseen

e Metanoli, absoluuttinen

e Asetoni, ACS-reagenssi

e Natriumfluoridiliuos (luettelonro 919-25ML) Natriumfluoridi, 2 g/dl

Sailytys ja stabiilius

Dimetyyliformamidi, etyleeniglykolimonometyylieetteri, TRIZMAL™ 6.3 -puskurikonsentraatti,
TRIZMAL™ 7.6 -puskurikonsentraatti, Mayerin hematoksyliiniliuos ja hapan hematoksyliiniliuos
sdilytetdan huoneenlammossé (18-26 °C).

Naftoli-AS-D-klooriasetaatti, a-naftyyliasetaatti ja nopea sini-RR-suola séilytetéan alle 0 °C:ssa.
Nopea Corinth V -suola ja sitraattikonsentraatti sailytetaéan jaakaapissa (2-8 °C).

Naftoli-AS-D-klooriasetaatti, a-naftyyliasetaatti, nopea sini-RR-suola ja nopea Corinth V -suola ovat
stabiileja etiketeissa ilmoitettuun viimeiseen kayttépaivaan saakka.

Laimennettu sitraattiliuos on stabiili yhden viikon ajan, jos sité sailytetdan tiiviisti suljettuna
huoneenldammdssa (18-26 °C).

TRIZMAL™ 6.3 -puskurikonsentraatti, TRIZMAL™ 7.6 -puskurikonsentraatti ja sitraattikonsentraatti
soveltuvat kaytettavaksi, kun mikrobikasvua ei ole.

Natriumfluoridi, 2 g/dl. Sailytettédvd huoneenldmmossa (18-26 °C). Kaytetaan, jos suoritetaan
"a-naftyyliasetaattiesteraasi fluoridi-inhibitiomenetelmalla”.

Pilaantuminen
Havitad dimetyyliformamidi ja etyleeniglykolimonometyylieetteri, jos ne ovat varillisia tai sameita.

Laimennettu TRIZMAL™ 6.3 -puskuriliuos ja laimennettu TRIZMAL™ 7.6 -puskuriliuos on kaytettava
kertaalleen ja havitettdva sen jalkeen.

Havita Mayerin hematoksyliiniliuos ja hapan hematoksyliiniliuos, kun soveltuvaan varjaykseen
kuluva aika ylittdd menetelmésséa suositellun ajan yli viidelld minuutilla.

Valmistelu

Naftoli-AS-D-klooriasetaattiliuos valmistetaan liuottamalla yhden naftoli-AS-D-
klooriasetaattikapselin sisaltd 2 ml:aan dimetyyliformamidia. Ota yksi kapseli pakastimesta
tarvittaessa. Valmistele juuri ennen kayttoa.

a-naftyyliasetaattiliuos valmistetaan liuottamalla yhden a-naftyyliasetaattikapselin sisélté 2 ml:aan
etyleeniglykolimonometyylieetteria. Ota yksi kapseli pakastimesta tarvittaessa. Valmistele juuri
ennen kayttoa.

Laimennettu TRIZMAL™ 6.3 -puskuriliuos valmistetaan laimentamalla yksi osa TRIZMAL™ 6.3
-puskurikonsentraattia yhdeksallé osalla deionisoitua vettd. pH:n tulee olla 6,3 lampétilan ollessa
25 °C.

Laimennettu TRIZMAL™ 7.6 -puskuriliuos valmistetaan laimentamalla yksi osa TRIZMAL™ 7.6
-puskurikonsentraattia yhdeksalla osalla deionisoitua vettd. pH:n tulee olla 7,6 lampétilan ollessa
25 °C.

Mayerin hematoksyliiniliuos ja hapan hematoksyliiniliuos on suodatettava ennen kayttoa.

Laimennettu sitraattiliuos valmistetaan laimentamalla yksi osa sitraattikonsentraattia yhdeksalla
osalla deionisoitua vetta. Laimennoksen pH on 5,4.

Sitraatti-asetoni-metanolifiksatiivi: Lisdd 18 ml:aan laimennettua sitraattiliuosta 27 ml
ACS-laatuista asetonia ja 5 ml metanolia. Sailyta tiiviisti suljettuna huoneenlammadssa (18-26 °C).
Havité kahdeksan tunnin kuluttua.

Varotoimet

Naiden pakkausten in vitro -diagnostiset (IVD) laitteet on tarkoitettu kaytettavaksi in vitro
-diagnostiikassa kliinisessa laboratorioymparistossa. Nama IVD-laitteet on tarkoitettu vain
patevan ammattihenkiloston kayttéon. In vitro -diagnostisia Sigma-Aldrich-laitteita saa kayttaa
laboratoriohenkil6std, joka on koulutettu kasittelemaan mahdollisesti tartuntavaarallisia
ihmisperaisia nayttei a kayttamaan mikroskooppeja ja muita laboratoriotarvikkeita ja jolla on
riittdva varinako ja nadntarkkuus varien ja muiden kohteiden erottamiseen mikroskoopilla.

Normaaleja laboratorioreagenssien kasittelyyn liittyvia varotoimia tulee noudattaa. Havita jatteet
kaikkien paikallisten, alueellisten ja kansallisten maaraysten mukaisesti.

Menettely

Naytteenotto

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

Verta, luuytimen sivelyvalmisteita, kudoskosketusvalmisteita ja sytosentrifugivalmisteita

voidaan kayttaa seka a-naftyyliasetaattiesteraasin ettéd naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasin
kanssa. Antikoagulanttina kaytetaan joko EDTA:ta tai hepariinia.® Jaddytettyja ja parafiiniin
valettuja kudoksia voidaan kayttaa naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasin kanssa.
a-naftyyliasetaattiesteraasia voidaan kadyttéa onnistuneesti jaadytetyilld kudosleikkeilld.*® Veren tai
luuytimen sivelyvalmisteita voidaan sailyttaa kiinnitettyind huoneenlamméssa (18-26 °C) useita
viikkoja tai kiinnittdmattémina useita paivia ilman huomattavaa muutosta toiminnassa.>® Ala
lahetd kokoverta maaritettavaksi toisiin laboratorioihin. Lahetd kiinnitettyja tai kiinnittamattomia
objektilaseja. Objektilasit on pidettava viileind kuljetuksen aikana. Anna sivelyvalmisteiden kuivua
vahintaan yksi tunti ennen kiinnitysta.

Huomautukset

Kuvatut menettelyt suoritetaan 37 °C:ssa. Jos reagenssit eivat ole téssa lampdtilassa,
voidaan saada heikkoja tai negatiivisia reaktioita. Lampétilat suositellaan tarkistamaan
tarkalla lampomittarilla. Vesihauteet kontrolloidussa lampétilassa ovat tehokkaampia kuin
lamminilmainkubaattorit, ja niita tulisi kayttaa sytokemiallisissa entsyymimenetelmissa.
Lammoénsiirto lasin lapi on nopeampaa kuin muovin lépi, joten menetelmassa tulisi kayttaa
lasisia Coplin-astioita.

Monet entsyymijarjestelmat ovat herkkia vahaisille pesuainejaamille. Lasiastioiden pesu
laimennetulla valkaisuaineella ja huuhteleminen runsaalla maarélla deionisoitua vettd estaa
pesuaineen vaikutuksen soluentsyymeihin.

Tulokset perustuvat jossain maarin subjektiiviseen tulkintaan. Yksittaisten laboratorioiden on
madriteltdva omat normaalialueensa.

Menettelyt

Naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasimenetelma

1. Kiinnitd objektilaseja yksi minuutti sitraatti-asetoni-metanolifiksatiivissa huoneenlammaossa
(18-26 °C).

2. Pese huolellisesti deionisoidussa vedessd ja ilmakuivaa vahintdan 20 minuuttia.

3. Lisda yhden nopeaa Corinth V -suolaa sisaltédvan kapselin sisaltd jatkuv_asti sekoittaen
50 ml:aan laimennettua TRIZMAL™ 6.3 -puskuriliuosta, JOKA ON ESILAMMITETTY
37 °C:SEEN.

4. Kun suola on tdysin liuennut puskuriin, liséd 2 ml naftoli-AS-D-klooriasetaattiliuosta.
Liuoksesta tulee melko samean nakéinen.

5. Jatka sekoittamista 15-30 sekunnin ajan ja lisd4 sitten Coplin-astiaan. ALA SUODATA.

6. Aseta ndytteet varjdysliuokseen (valmistettu vaiheessa 5) ja inkuboi 37 °C:ssa viiden
minuutin ajan.
HUOMAUTUS: SUOJATTAVA VALOLTA.

7. Poista objektilasit variaineesta ja pese deionisoidussa vedessé kolmen minuutin ajan. Havita
varjaysliuos.

8. Vastavarjaa halutessasi happamassa hematoksyliiniliuoksessa 5-10 minuutin ajan ja pese
vesijohtovedessa.

9. Anna objektilasien kuivua ja tee mikroskooppitutkimus. Jos peittéminen on tarpeen, kayta
vain vesipohjaista petausainetta.




2-FI

a-naftyyliasetaattiesteraasimenetelma
1. Kiinnita objektilaseja sitraatti-asetoni-metanolifiksatiivissa yhden minuutin ajan
huoneenlammassa (18-26 °C).
2. Pese huolellisesti deionisoidussa vedessé ja ilmakuivaa vahintéan 20 minuuttia.
3. Lisaa yhden nopeaa sini-RR-suolaa sisaltédvan kapselin sisélt_i{) jatkuvasti sekoittaen 50 ml:aan
laimennettua TRIZMAL™ 7.6 -puskuriliuosta, JOKA ON ESILAMMITETTY 37 °C:SEEN.
4. Kun suola on taysin liuennut puskuriin, lisda 2 ml a-naftyyliasetaattiliuosta. Liuoksesta tulee
keltainen ja hieman samea.
5. Jatka sekoittamista 15-20 sekunnin ajan ja lisaa sitten Coplin-astiaan. ALA SUODATA.
6. Aseta naytteet varjdysliuokseen (valmistettu vaiheessa 5) ja inkuboi 37 °C:ssa 30 minuutin ajan.
HUOMAUTUS: SUOJATTAVA VALOLTA.
7. Poista objektilasit variaineesta ja pese kolmen minuutin ajan deionisoidussa vedessa.
Havita varjaysliuos.
8. Vastavarjaa halutessasi 5-10 minuutin ajan Mayerin hematoksyliiniliuoksessa ja pese
vesijohtovedessa.
9. Anna objektilasien kuivua ja tee mikroskooppitutkimus. Jos peittéminen on tarpeen, kayta vain
vesipohjaista petausainetta.

Kaksoisvarjay: er telma

1. Suorita a-naftyyliasetaattiesteraasitesti menetelmakuvauksen mukaisesti. Ala vastavarjaa.
2. Huuhtele objektilaseja viisi minuuttia deionisoidussa vedessa.
3. Suorita naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasitesti menetelmékuvauksen vaiheiden 3-9 mukaisesti.

a-naftyyliasetaattiesteraasi fluoridi-inhibitiomenetelmalla

Vaikka a-naftyyliasetaattiesteraasia esiintyy padasiassa monosyyttisen linjan soluissa, kun menettely
suoritetaan kuvatulla tavalla, on huomattava, ettd megakaryosyytit ja erytroidiset esiasteet ovat
positiivisia talla entsyymilld.** Lymfosyytit ja jotkut kypsét granulosyytit osoittavat myés satunnaista
positiivisuutta.s Jotta ndmé solut voidaan erottaa ratkaisevasti monosyyteistd, inkubointijérjestelméan
sisallytetaan natriumfluoridia. Monosyyttientsyymi inaktivoituu taman yhdisteen lasndollessa.*? Fluoridi-
inhibitiotestin suorittamiseen voidaan kayttda seuraavaa menettelya.

1. Kiinnité objektilaseja sitraatti-asetoni-metanolifiksatiivissa yhden minuutin ajan
huoneenldammadssa (18-26 °C).

2. Pese huolellisesti deionisoidussa vedessa ja ilmakuivaa véhintdan 20 minuuttia.

3. Merkitse kaksi dekantterilasia A ja B ja lisda seuraavat aineet:

Dekantterilasi A Dekantterilasi B

Esilammitetty 37-asteinen laimennettu 50 ml 50 ml
TRIZMAL™ 7.6 -puskuri

Lisaa jatkuvasti sekoittaen, nopea sini-RR 1 kapseli* 1 kapseli*
a-naftyyliasetaattiliuos 2ml 2ml
Natriumfluoridiliuos - 2ml

* Yhden kapselin sisélto

4. Sekoita hyvin ja kaada A- ja B-merkinnéillé varustettuihin Coplin-astioihin.
5. Suorita a-naftyyliasetaattiesteraasimenetelman vaiheet 6-9.

Suorituskykyominaisuudet

Pisteytysmenetelma

Skannaa sivelyvalmiste ja valitse ohut alue, jossa on vain vahan erytrosyytteja. Naftoli-
AS-D-klooriasetaattiesteraasin toiminta-alueet nakyvat kirkkaanpunaisena granulaationa,
a-naftyyliasetaattiesteraasin mustana granulaationa. Anna luokitukseksi 0-4+ vastaavien solutyyppien
sytoplasmassa nakyvien yksittaisten varien maaran ja voimakkuuden perusteella. Pisteytysominaisuudet
perustuvat jossain maarin subjektiiviseen tulkintaan. Ehdotettu pisteytystapa esitetdan taulukossa 1.
Johtopé&éatokset keskittyvat varjaytymisen ja varjaytyméattomyyden suhteeseen.

Taulukko 1. Pisteytysominaisuudet

Solun luokitus Vérjayksen Tulkinta
voimakkuus
0+ Ei yhtaan -
1+ Heikko tai kohtalainen +
2+ Kohtalainen tai voimakas +
3+ Voimakas +
4+ Kirkas +

Tulokset

Naftoli-AS-D-klooriasetaattiesteraasi

Tatéa entsyymia pidetdan yleensa spesifisend granulosyyttisen linjan soluille. Soluissa tulisi nakya
punaista granulaatiota. Monosyyteissa ja lymfosyyteissa toiminta on heikkoa tai olematonta.

a-naftyyliasetaattiesteraasi

Maaritysolosuhteissa (pH 7,6) taté entsyymia havaitaan paaasiassa monosyyteissa, makrofageissa ja
histiosyyteissd, ja sité ei kaytdnnodssa esiinny granulosyyteissa. Monosyyteissa tulisi nakya mustaa
granulaatiota. Lymfosyyteissa voi joskus ilmeta toimintaa.

a-naftyyliasetaattiesteraasi fluoridi-inhibitiolla

Kaikki monosyyttisen linjan solut ovat negatiivisia entsyymitoiminnan osalta, lukuun ottamatta
kudosnéaytteiden erilaistuneita histiosyytteja tai erikoistuneita makrofageja, jotka voivat myés olla
resistentteja natriumfluoridille.®

Kaksoisvarjaysesteraasi

Kaksoisvarjaysmenetelmalla otetut naytteet osoittavat granulosyytit punaisella granulaatiolla ja
monosyytit mustalla granulaatiolla.

Yhteenveto esteraasitoimintatestien odotetusta solureaktiivisuudesta on taulukossa II.

Taulukko II. Verisolujen sytokemialliset reaktiot

Solutyyppi kloori':;t:g ;t‘:ise-sI:;raasi a-naftyyliasetaattiesteraasi
Myeloblastit + +
Promyelosyytit + +
Neutrofiilit + —
Eosinofiilit — —
Basofiilit + —
Monosyytit - +
Lymfosyytit - +
Lymfoblastit — +
Megakaryosyytit — +
Erytroblastit - +
Plasmasolut - +
Mastsolut + —
Karvasolut - +
Histiosyytit + +

Reagenssijarjestelmaa on valvottava positiivisten ja negatiivisten kontrolliobjektilasien avulla. Positiiviset
kontrolliobjektilasit voidaan valmistaa spesifeistd solulinjoista, joiden tiedet&én olevan positiivisia.

Vaihtoehtoisesti voidaan kayttad myds antikoaguloitua verta normaaleista naytteista (mieluiten
tavallista suuremmalla monosyyttimaaralla, jos kaytetaan a-naftyyliasetaattiesteraasimenetelmaa).
Silloin véarjdys ei kuitenkaan ole yhta voimakas ja positiivisten solujen maara on pienempi.

Tunnetusti negatiivisten potilaiden objektilaseja voidaan kayttada negatiivisena kontrollina. Jos sellaisia
ei ole saatavilla, ndytteen varjdys inkubointiseoksessa ilman substraattia antaa halutut tulokset.
Ensimmaisen vaihtoehdon kayttd on kuitenkin erittdin suositeltavaa.

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

Analyyttiset suorituskykyominaisuudet

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

Luettelonro Tuotteen kuvaus Kohde tyksen Madrityksen Madritysten Madritysten
en isai vélinen vélinen
spesifisyys herkkyys spesifisyys herkkyys

" " - Toiminta-

9010 Dimetyyliformamidi alueet 3/3 3/3 3/3 3/3

9011 Etyleeniglykolimonometyylieetteri 1oy 33 33 33 33

905 Naftoli-AS-D-klooriasetaatti ~ 1O/minta- 3/3 3/3 3/3 3/3

alueet

906 a-naftyyliasetaatti Identiteetti 3/3 3/3 3/3 3/3
TRIZMAL™ 6.3 Toiminta-

903¢ -puskurikonsentraatti alueet 33 3/3 33 3/3
TRIZMAL™ 7.6 Toiminta-

902¢ -puskurikonsentraatti alueet 3/3 3/3 33 3/3

MHS1 Mayerin hematoksyliiniliuos Tumat 3/3 3/3 3/3 3/3

2852 Hapan hematoksyliiniliuos Tumat 3/3 3/3 3/3 3/3
Toiminta-

FBS25 Nopea sini-RR-suola alueet 3/3 3/3 3/3 3/3
; Toiminta-

9015 Nopea Corinth V -suola alueet 3/3 3/3 3/3 3/3

3861 Sitraattikonsentraatti Toiminta- 33 3/3 33 33

alueet

Varoitukset ja vaarat
Katso paivitetyt riski-, vaara- ja turvallisuustiedot kayttoturvallisuustiedotteesta ja tuotemerkinnéista.

390A:

SSO®

H301 + H311 + H331 Myrkyllistd nieltyna, joutuessaan iholle tai hengitettyna.
H315 Arsyttaa ihoa.

H317 Voi aiheuttaa allergisen ihoreaktion.

H318 Voimakkaasti silmié vaurioittavaa.

H341 Epéilléén aiheuttavan periméavaurioita.

H350 Saattaa aiheuttaa syopaa.

H410 Erittdin myrkyllisté vesielidille, pitkaaikaisia haittavaikutuksia.

P273 Valtettava paastamista ympéristoon.

P280 Kéayta suojakésineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

P301 + P310 JOS KEMIKAALIA ON NIELTY: Ota valittdmasti yhteys
MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/I&&kariin.

P302 + P352 + P312 JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE: Pese runsaalla vedella. Ota yhteys
MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/laékériin, jos ilmenee pahoinvointia.

P304 + P340 + P311 JOS KEMIKAALIA ON HENGITETTY: Siirrd henkilo raittiiseen ilmaan ja varmista
vaivaton hengitys. Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/la&kaériin.

P305 + P351 + P338 JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedelld usean
minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka huuhtomista.

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



3-FI

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

Valmistaja Luettelonumero

Katso kayttdéohje Erékoodi

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

Valtuutettu edustaja Euroopan C €
yhteisdssa / Euroopan unionissa

m In vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu

Viimeinen kayttopaiva lagkinnallinen laite

Lampétilarajoitus A Huomio

Valmistuspaiva Maahantuoja

[ cH [REP] Valtuutettu edustaja Sveitsissa

Lahteet

1. Beckmann H, Neth R, Gaedicke G, Lanbeck G, Schoch G, Wiegers U, Winkler K: Cytology and
cytochemistry of the leukemic cell. Haematol Bluttransfus 14:26, 1974.

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

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

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

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

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

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

8. Brown BA: IN Hematology: Principles and Procedures. Lea and Febiger, Philadelphia, PA, 1984,
pp 127-130.

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

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

11. Li CY, Lam KW, Lam LT: Esterases in human leukocytes. J Histochem Cytochem 21:1, 1973.74.

Yhteystiedot

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

Versiohistoria

Versio 4.0 2014

Versio 5.0 2016

Versio 6.0 2023

Siirretty uuteen pohjaan, jossa on ajantasaiset bréandimerkit. Maininta ammattikdytosta
lisatty kayttotarkoitukseen ja varotoimiin. Lauselma diagnosointiavusta siirretty
kayttétarkoituksen alle. Kayttotarkoitus tarkistettu IVDR-ohjeistusten mukaisesti.
“Materiaalin kayttoturvallisuustiedote” paivitetty muotoon "kayttéturvallisuustiedote”.
Yhteystiedot péivitetty. Poistettu ohje CLSI-ohjeistuksen noudattamisesta
naytteenotossa. Symboliosiosta poistettu “EN 980" ja tilalle vaihdettu "EN ISO 15223-
1:2021". Lisatty haittatapahtumien yhteydesséa kaytettévat yhteystiedot. Lisatty kohta
Varoitukset ja vaarat. Lisatty CH-REP-tiedot.

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
M-alkukirjain ja Sigma-Aldrich ovat Merck KGaA -yhtion, Darmstadt, Saksa, tai sen tytédryhtididen tavaramerkkeja.

Kaikki muut tavaramerkit ovat haltijoidensa omaisuutta. Yksityiskohtaiset tavaramerkkitiedot ovat saatavilla
julkisista lahteista.

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

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

Gebruiksaanwijzing

Leukocyt a-naftylacetaat (niet-specifieke
esterase) en leukocyt naftol AS-D-chloorace-
taat (specifieke esterase)-kit

Procedurenr. 90

ce MRRTK

Beoogd gebruik

Naftol AS-D chlooracetaatesterase en a-naftylacetaatesterase-kits van Sigma-Aldrich zijn
bedoeld als een algemene histologische kleurstof voor laboratoriumgebruik. Nafthol AS-D
chlooracetaatesterase en a-naftylacetaatesterase-reagentia zijn uitsluitend bedoeld voor
professioneel 'in-vitrodiagnostisch gebruik'. Deze handmatige, kwalitatieve histochemische
procedure toont de naftol AS-D chlooracetaatesterase- en a-naftylacetaatesterase-activiteit
aan in leukocyten van humaan bloed, beenmergfilms of 'tissue touch'-preparaten. Histologische
visualisatie van cellulaire leukocytesterases is een unieke techniek die momenteel veel gebruikt
wordt in de geneeskunde.

Cellulaire esterases zijn alomtegenwoordig en lijken een reeks verschillende enzymen

te vertegenwoordigen die op geselecteerde substraten reageren. Onder gedefinieerde
reactieomstandigheden kan het mogelijk zijn om hemopoétische celtypes te bepalen met behulp
van specifieke esterasesubstraten. De beschreven methoden bieden middelen om granulocyten van
monocyten te onderscheiden.!®

Om de test uit te voeren, worden bloed, beenmergfilms of 'tissue touch'-preparaten geincubeerd
met naftol AS-D-chlooracetaat of a-naftylacetaat in aanwezigheid van een stabiel diazoniumzout.
Bij enzymatische hydrolyse van esterbindingen komen vrije naftolverbindingen vrij. Deze koppelen
met het diazoniumzout en vormen sterk gekleurde afzettingen op de plaatsen waar het enzym
actief is.

Reagentia

Dimethylformamide (cat. nr. 9010-25ML)

Dimethylformamide, 100% Gevaar. Ontvlambare vloeistof en damp. Schadelijk bij inslikken.

Schadelijk bij contact met de huid. Veroorzaakt een milde huidirritatie. Veroorzaakt ernstige

oogirritatie. Giftig bij inademing. Kan het ongeboren kind schaden. Alvorens te gebruiken, de
speciale aanwijzingen raadplegen.

Ethyleenglycolmonomethylether (cat. nr. 9011-25ML)

2-methoxyethanol, 100% Gevaar. Ontvlambare vloeistof en damp. Schadelijk bij inslikken.
Schadelijk bij contact met de huid. Veroorzaakt een milde huidirritatie. Veroorzaakt ernstige
oogirritatie. Giftig bij inademing. Kan de vruchtbaarheid of het ongeboren kind schaden. Alvorens
te gebruiken, de speciale aanwijzingen raadplegen.

Naftol AS-D chlooracetaat (cat. nr. 905-10CAP)
Naftol AS-D chlooracetaat, 20 mg/cap.

a-naftylacetaat (cat. nr. 906-10CAP)

Naftol AS-D chlooracetaat, 20 mg/cap. Gevaar. Veroorzaakt ernstig oogletsel. Draag beschermende
handschoenen/oogbescherming/gezichtsbescherming. BIJ CONTACT MET DE OGEN: Spoel

zachtjes af met water gedurende enkele minuten. Contactlenzen verwijderen, indien aanwezig en
gemakkelijk te doen. Blijven spoelen.

TRIZMAL™ 6.3-bufferconcentraat (cat. nr. 903C-50ML)
TRIZMA®-maleaat, 200 mmol/L. Chloroform toegevoegd als conserveermiddel.

TRIZMAL™ 7.6-bufferconcentraat (cat. nr. 902C-50ML)
TRIZMA®-maleaat, 200 mmol/L. Chloroform toegevoegd als conserveermiddel.

Mayers hematoxyline-oplossing (Cat. nr. MHS1-100ML)
Hematoxyline, gecertificeerd, CI 75290, 0,1% (w/w), en stabilisatoren

Zure-hematoxyline-oplossing (cat. nr. 2852-100ML)
Hematoxyline, gecertificeerd, CI 75290, 1 g/L, en stabilisatoren, pH 3,3 bij 25 °C

Fast blue RR-zout (cat. nr. FBS25-10CAP)
Fast blue, C.I. 37155. Voorgewogen capsules. Het werkelijke gewicht per capsule varieert met de
zuiverheid van de kleurstofzending en is geoptimaliseerd door middel van analyse.

Fast Corinth V-zout (cat. nr. 9015-10CAP)

Fast Corinth V-zout, 18-22 mg/cap. Gevaar. Schadelijk bij inslikken. Schadelijk bij contact met
de huid. Schadelijk bij inademing. Kan kanker veroorzaken. Alvorens te gebruiken, de speciale
aanwijzingen raadplegen. Draag beschermende handschoenen/beschermende kleding.

Citraatconcentraat (cat. nr. 3861-20ML)
Citraatbuffer, 0,38 mol/L, pH 5,4 bij verdunning volgens procedure

Vereiste, maar niet meegeleverde speciale materialen
e Methanol, absoluut

e Aceton, ACS-reagens

e Natriumfluorideoplossing (cat. nr. 919-25ML) natriumfluoride, 2 g/dL
Opslag en stabiliteit

Dimethylformamide, ethyleenglycolmonomethylether, TRIZMAL™ 6.3-bufferconcentraat,
TRIZMAL™ 7.6-bufferconcentraat, Mayer's hematoxyline-oplossing en zure-hematoxyline-oplossing
worden bewaard bij kamertemperatuur (18-26 °C).

Naftol AS-D chlooracetaat, a-naftylacetaat en Fast blue RR-zout worden bewaard beneden 0 °C.
Fast Corinth V-zout en citraatconcentraat worden gekoeld bewaard (2-8 °C).

Naftol AS-D-chlooracetaat, a-naftylacetaat, Fast blue RR-zout en Fast Corinth V-zout zijn stabiel tot
de houdbaarheidsdatum op de etiketten.

Verdunde citraatoplossing is 1 week stabiel mits deze goed afgesloten bij kamertemperatuur
(18-26 °C) wordt bewaard.

TRIZMAL™ 6.3-bufferconcentraat, TRIZMAL™ 7.6-bufferconcentraat en citraatconcentraat zijn
geschikt voor gebruik in afwezigheid van microbiéle groei.

Natriumfluoride, 2 g/dL. Bewaar bij kamertemperatuur (18-26 °C). Wordt gebruikt als
'a-naftylacetaatesterase met fluorideremmingsprocedure' wordt uitgevoerd.

Verslechtering
Gooi dimethylformamide en ethyleenglycolmonomethylether weg als ze gekleurd of troebel zijn.

TRIZMAL™ 6.3 verdunde bufferoplossing en TRIZMAL™ 7.6 verdunde bufferoplossing moeten één
keer worden gebruikt en daarna worden weggegooid.

Gooi Mayer's hematoxyline-oplossing en zure-hematoxyline-oplossing weg als de tijd voor geschikte
kleuring de in de procedure aanbevolen tijd met meer dan 5 minuten overschrijdt.

Voorbereiding

Naftol AS-D chlooracetaatoplossing wordt bereid door de inhoud van 1 capsule naftol AS-D
chlooracetaat op te lossen in 2 mL dimethylformamide. Haal 1 capsule uit de vriezer wanneer nodig.
Bereid onmiddellijk voor gebruik.

a-naftylacetaat-oplossing wordt bereid door de inhoud van 1 capsule a-naftylacetaat op te lossen
in 2 mL ethyleenglycolmonomethylether. Haal 1 capsule uit de vriezer wanneer nodig. Bereid
onmiddellijk voor gebruik.

TRIZMAL™ 6.3 verdunde buffer wordt bereid door 1 deel TRIZMAL™ 6.3-bufferconcentraat te
mengen met 9 delen gede-ioniseerd water. De pH moet 6,3 zijn bij 25 °C.

TRIZMAL™ 7.6 verdunde buffer wordt bereid door 1 deel TRIZMAL™ 7.6-bufferconcentraat te
mengen met 9 delen gede-ioniseerd water. De pH moet 7,6 zijn bij 25 °C.

Mayer's hematoxyline- en zure-hematoxyline-oplossing moeten voor gebruik worden gefiltreerd.

Verdunde citraatoplossing wordt bereid door 1 deel citraatconcentraat te verdunnen met 9 delen
gede-ioniseerd water. pH 5,4 bij verdunning.

Citraat-aceton-methanol-fixatief: Voeg aan 18 mL verdunde citraatoplossing 27 mL aceton van
ACS-kwaliteit en 5 mL methanol toe. Bewaar goed afgesloten bij kamertemperatuur (18-26 °C).
Gooi weg na 8 uur.

Voorzorgsmaatregelen

De IVD's in deze kits zijn bedoeld voor in-vitrodiagnostisch gebruik in een klinische
laboratoriumomgeving. Deze IVD's zijn uitsluitend bestemd voor professioneel gebruik

door gekwalificeerd personeel. IVD's van Sigma-Aldrich mogen bediend worden door
laboratoriumpersoneel dat opgeleid is om om te gaan met humane monsters die infectieus
kunnen zijn, microscopen en andere laboratoriumapparatuur te gebruiken en met voldoende
kleurwaarneming en gezichtsscherpte om kleuren en andere objecten onder een microscoop
te onderscheiden.

De normale voorzorgsmaatregelen bij het hanteren van laboratoriumreagentia moeten worden
opgevolgd. Voer afval af met inachtneming van alle plaatselijke, provinciale of nationale
voorschriften.

Procedure

Monsterafname

Geen enkele bekende testmethode kan volledige zekerheid bieden dat bloedmonsters of weefsel
geen infectie overdragen. Daarom moeten alle bloedderivaten of weefselmonsters als mogelijk
infectieus worden beschouwd.

Bloed, beenmergfilms, 'tissue touch'-preparaten en cytocentrifugepreparaten kunnen worden
gebruikt met zowel a-naftylacetaatesterase als naftol AS-D-chlooracetaatesterase. EDTA of heparine
dienen als antistollingsmiddel.® Ingevroren en in paraffine ingebedde weefsels kunnen met naftol
AS-D-chlooracetaatesterase worden gebruikt. a-naftylacetaatesterase kan met succes op bevroren
weefselcoupes worden gebruikt.'® Bloed of beenmergfilms kunnen gefixeerd bij kamertemperatuur
(18-26 °C) gedurende enkele weken of niet-gefixeerd gedurende enkele dagen worden bewaard
zonder merkbare verandering in activiteit.>° Verstuur geen volbloed voor analyse naar andere
laboratoria. Verstuur gefixeerde of niet-gefixeerde glaasjes. De glaasjes moeten koel worden
bewaard tijdens transport. Laat de films ten minste 1 uur drogen voor fixatie.

Opmerkingen

De beschreven procedures worden uitgevoerd bij 37 °C. Als de reagentia niet op deze temperatuur
zijn, kunnen er zwakke of negatieve reacties optreden. Het wordt aanbevolen om de temperatuur
te controleren met een nauwkeurige thermometer. Waterbaden met gecontroleerde temperatuur
zijn efficiénter dan incubators met warme lucht en moeten gebruikt worden voor cytochemische
enzymmethoden. Warmteoverdracht door glas is sneller dan door plastic, dus moeten glazen
Coplin-potten worden gebruikt.

Veel enzymsystemen zijn gevoelig voor minieme sporen van detergens. Het wassen van glaswerk
met verdund bleekmiddel gevolgd door spoelen met overmatige hoeveelheden gede-ioniseerd water
voorkomt het detergenseffect op cellulaire enzymen.

Resultaten zijn gebaseerd op een zekere mate van subjectieve interpretatie. Individuele laboratoria
moeten hun eigen normale waarden vaststellen.

Procedures

Naftol AS-D chlooracetaatesteraseprocedure
1. Fixeer de objectglaasjes 1 minuut in citraat-aceton-formaldehyde-fixatief bij

kamertemperatuur (18-26 °C).

2. Was grondig in gede-ioniseerd water en laat minstens 20 minuten aan de lucht drogen.

3. Voeg aan 50 mL TRIZMAL™ 6.3 verdunde bufferoplossing, VOORGEWARMD OP 37 °C, onder
voortdurend roeren, de inhoud van 1 capsule Fast Corinth V-zout toe.

4. Wanneer het zout volledig is opgelost in de buffer, voeg dan 2 mL naftol AS-D
chlooracetaatoplossing toe. De oplossing ziet er vrij troebel uit.

5. Blijf 15-30 seconden mengen en voeg dan toe aan de Coplin-pot. NIET FILTREREN.

6. Plaats de monsters in de kleuroplossing (uit stap 5) en incubeer 5 minuten bij 37 °C.
OPMERKING: BESCHERM TEGEN LICHT.

7. Neem de objectglaasjes uit de kleuroplossing en was ze 3 minuten in gede-ioniseerd water.
Gooi de kleuroplossing weg.

8. Indien gewenst 5-10 minuten tegenkleuren in zure-hematoxyline-oplossing en wassen in
kraanwater.

9. Laat de glaasjes aan de lucht drogen en beoordeel ze microscopisch. Als coverslippen nodig is,
gebruik dan alleen een waterig inbedmiddel.
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a-naftyl acetaatesterase-procedure
1. Fixeer de objectglaasjes 1 minuut in citraat-aceton-methanol-fixatief bij kamertemperatuur
(18-26 °C).
2. Was grondig in gede-ioniseerd water en laat minstens 20 minuten aan de lucht drogen.
3. Voeg aan 50 mL TRIZMAL™ 7.6 verdunde bufferoplossing, VOORGEWARMD OP 37 °C, onder
voortdurend roeren, de inhoud van 1 capsule Fast blue RR-zout toe.
4. Wanneer het zout volledig is opgelost in de buffer, voeg dan 2 mL a-naftolacetaat-oplossing toe.
De oplossing zal geel en enigszins troebel zijn.
5. BIlijf 15-20 seconden roeren voeg dan toe aan de Coplin-pot. NIET FILTREREN.
6. Plaats de monsters in de kleuroplossing (uit stap 5) en incubeer 30 minuten bij 37 °C.
OPMERKING: BESCHERM TEGEN LICHT.
7. Neem de objectglaasjes uit de kleuroplossing en was ze 3 minuten in gede-ioniseerd water. Gooi
de kleuroplossing weg.
8. Indien gewenst 5-10 minuten tegenkleuren in Mayer's hematoxyline-oplossing en wassen in
kraanwater.
9. Laat de glaasjes aan de lucht drogen en beoordeel ze microscopisch. Als coverslippen nodig is,
gebruik dan alleen een waterig inbedmiddel.
Dubbele kleuring esteraseprocedure

1. Voer de a-naftylacetaatesterase-test uit zoals beschreven in Procedure. Niet tegenkleuren.
2. Spoel de glaasjes gedurende 5 minuten in gede-ioniseerd water.
3. Voer de naftyl AS-D chlooracetaatesterase-test uit zoals beschreven in Procedure, stappen 3-9.

a-naftylacetaatesterase met fluorideremmingsprocedure

Hoewel a-naftylacetaatesterase voornamelijk wordt aangetroffen in cellen van monocytaire afstamming
wanneer het wordt uitgevoerd zoals beschreven, moet bekend zijn dat megakaryocyten en erythroide
precursors positief zijn voor dit enzym.** Lymfocyten en sommige rijpe granulocyten vertonen ook
incidentele positiviteit.> Om deze cellen onomstotelijk van monocyten te onderscheiden, wordt
natriumfluoride in het incubatiesysteem opgenomen. Het monocytenenzym wordt gedeactiveerd

in de aanwezigheid van deze verbinding.? De volgende procedure kan worden gebruikt om de
fluorideremmingstest uit te voeren.

1. Fixeer de objectglaasjes 1 minuut in citraat-aceton-methanol-fixatief bij kamertemperatuur
(18-26 °C).

2. Was grondig in gede-ioniseerd water en laat minstens 20 minuten aan de lucht drogen.

3. Label 2 bekerglazen A en B en voeg het volgende toe:

Bekerglas A Bekerglas B
Voorverwarmd 37°C TRIZMAL™ 7.6 verdunde buffer 50 mL 50 mL
Voeg onder voortdurend roeren Fast blue RR toe 1 capsule* 1 capsule*
a-naftylacetaat-oplossing 2mL 2mL
Natriumfluoride-oplossing - 2 mL

*Inhoud van 1 capsule

4. Meng goed en giet in Coplin-potten, gelabeld A en B.
5. Ga verder zoals beschreven in stappen 6-9 van de a-naftylacetaatesterase-procedure.

Prestatiekenmerken

Scoremethode

Scan de film en selecteer een dun gebied met weinig erytrocyten. Locaties met naftol AS-D
chlooracetaatesterase-activiteit verschijnen als helderrode granulatie, a-naftylacetaatesterase als
zwarte granulatie. Geef een score 0 tot 4+ op basis van de hoeveelheid en intensiteit van de individuele
kleurstoffen in het cytoplasma van de betreffende cellen. Kenmerken van scores zijn enigszins
gebaseerd op subjectieve interpretatie. Tabel 1 geeft een suggestie voor een scoreindeling. Conclusies
zijn gebaseerd op de relatieve aan- of afwezigheid van kleuring.

Tabel 1. Kenmerken van scoren

Celscore Kleuringsintensiteit Interpretatie
0+ Geen —
1+ Vaag tot matig +
2+ Matig tot sterk +
3+ Sterk +
4+ Schitterend +

Resultaten

Naftol AS-D chlooracetaatesterase

Dit enzym wordt meestal beschouwd als specifiek voor cellen van granulocytaire afstamming. De cellen
moeten rode granulatie vertonen. De activiteit is zwak of afwezig in monocyten en lymfocyten.
a-naftylacetaatesterase

Onder de testomstandigheden (pH 7,6) wordt dit enzym voornamelijk gedetecteerd in monocyten,
macrofagen en histiocyten en is het vrijwel afwezig in granulocyten. Monocyten moeten zwarte
granulatie vertonen. Lymfocyten kunnen een enkele keer activiteit vertonen.
a-naftylacetaatesterase met fluorideremming

Alle cellen van monocytaire afstamming zullen negatief zijn voor enzymactiviteit, met uitzondering van
gedifferentieerde histiocyten of gespecialiseerde macrofagen in weefsel die ook resistent kunnen zijn
tegen natriumfluoride.®

Dubbele kleuring esterase

Monsters die volgens de dubbele-kleuringsprocedure zijn gekleurd, tonen granulocyten met rode
granulatie en monocyten met zwarte granulatie.

De verwachte cellulaire reactiviteit van tests op esteraseactiviteit is samengevat in tabel II.

Tabel II. Cytochemische reacties van bloedcellen

Celtype chloo:‘:cf::ill:ti-sl:erase a-naftylacetaatesterase
Myeloblasten + +
Promyelocyten + +
Neutrofielen + -
Eosinofielen — —
Basofielen + —
Monocyten - +
Lymfocyten - +
Lymfoblasten — +
Megakaryocyten — +
Erytroblasten - +
Plasmacellen - +
Mastcellen + —
Harige cellen — +
Histiocyten + +

Het reagenssysteem moet gecontroleerd worden met behulp van positieve- en negatieve-
controleglaasjes. Positieve-controleglaasjes kunnen worden geprepareerd van specifieke cellijnen
waarvan bekend is dat ze positief zijn.

Als alternatief kan ook geanticoaguleerd bloed van normale monsters (bij voorkeur met een verhoogd
aantal monocyten bij gebruik van de a-naftylacetaatesterase-procedure) worden gebruikt; deze zullen
echter een minder intense kleuring geven en minder positieve cellen hebben.

Bekende negatieve patiéntglaasjes kunnen als negatieve controle worden gebruikt. Als deze niet
beschikbaar zijn, zal het kleuren van een monster in een incubatiemengsel zonder substraat de
gewenste resultaten geven. Het gebruik van de eerste optie wordt echter sterk aanbevolen.

Als de waargenomen resultaten afwijken van de verwachte resultaten, neem dan contact op met de
technische dienst van Sigma-Aldrich voor assistentie.

Analytische prestatiekenmerken

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

Cat. Productbeschrijving Doel Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
nr. specificiteit gevoeligheid specificiteit gevoeligheid
9010 Dimethylformamide Lo;?ttiivei:e\iltan 3van3 3van3 3van3 3van3
9011 EthyLqu?hg\I/)llectolf:rerlono— Loac?ttiiveiie\i/tan 3van 3 3van 3 3van3 3van3
905 Naftol ASD  Locatiesvan 3503 3van3 3van3 3van3
906 a-naftylacetaat Identiteit 3van3 3van3 3van3 3van3
MHS1 Mayers[)g;r:sairt]c;xyline- Kernen 3van3 3van3 3van3 3van3
2852 Zure-gslr;lsasti?]zyline- Kernen 3van3 3van3 3van3 3van3
FBS25  Fast Blue RR-zout Loacjttii\fiie‘i’ta" 3van3 3van3 3van 3 3van 3
9015 Fast Corinth V-zout LO:?ttiﬁe\iltan 3van3 3van3 3van 3 3van 3
3861 Citraatconcentraat Loacéjttiiveiie\i/tan 3van3 3van3 3van3 3van3

Waarschuwingen en gevaren

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

390A:

S SOE

H301 + H311 + H331 Giftig bij inslikken, contact met de huid of bij inademing.
H315 Veroorzaakt huidirritatie.

H317 Kan een allergische huidreactie veroorzaken.

H318 Veroorzaakt ernstig oogletsel.

H341 Verdacht van het veroorzaken van genetische schade.

H350 Kan kanker veroorzaken.

H410 Zeer giftig voor in het water levende organismen, met langdurige gevolgen.
P273 Voorkom lozing in het milieu.

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

P301 + P310 NA INSLIKKEN: Bel onmiddellijk een ANTIGIFCENTRUM of een arts.

P302 + P352 + P312 INDIEN OP DE HUID: Was met veel water. Bel een ANTIGIFCENTRUM/arts als
u zich onwel voelt.

P304 + P340 + P311 NA INADEMING: Breng de persoon in de frisse lucht en zorg dat hij
comfortabel kan ademen. Bel een ANTIGIFCENTRUM of een arts.

P305 + P351 + P338 BIJ CONTACT MET DE OGEN: Spoel zachtjes af met water gedurende enkele
minuten. Contactlenzen verwijderen, indien aanwezig en gemakkelijk te doen. Blijven spoelen.
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Sigma-Aldrich.

Navodila za uporabo

Komplet za levkocitni a-naftil acetat
(nespecificna esteraza) in levkocitni naftol
AS-D kloroacetat (specificna esteraza)

Postopek st. 90

ce MRRTK

Predvidena uporaba

Kompleta naftol AS-D kloroacetat esteraza Sigma-Aldrich in a-naftil acetat esteraza sta namenjena
splosni laboratorijski uporabi za histolosko barvanje. Reagenti za naftol AS-D kloroacetat esterazo
in a-naftil acetat esterazo so namenjeni samo za profesionalno »diagnosti¢no uporabo in vitro«.

Ta roéni, kvalitativni, histokemiéni postopek dokazuje aktivnost naftol AS-D kloroacetat esteraze

in a-naftil acetat esteraze v levkocitih ¢loveske krvi, filmih kostnega mozga ali tipalnih preparatih
tkiva. Histoloska vizualizacija levkocitnih celi¢nih esteraz je edinstvena tehnika, ki se trenutno
pogosto uporablja v medicini.

Celi¢ne esteraze so vseprisotne in predstavljajo vrsto razliénih encimov, ki delujejo na izbrane
substrate. Pod dolo¢enimi reakcijskimi pogoji je mogoce doloiti vrste hemopoetskih celic z uporabo
specifi¢nih esteraznih substratov. Opisane metode omogocajo razlikovanje med granulociti in
monociti.!®

Za izvedbo testa se kri, filmi kostnega mozga ali tipalni tkivni preparati inkubirajo z naftol AS-D
kloroacetatom ali a-naftil acetatom v prisotnosti stabilne diazonijeve soli. Pri encimski hidrolizi
estrskih vezi se sproséajo proste naftolne spojine. Te se povezejo z diazonijevo soljo in tvorijo
mocno obarvane usedline na mestih encimske aktivnosti.

Reagenti

Dimetilformamid (kat. $t. 9010-25ML)

Dimetilformamid, 100 %. Nevarno. Vnetljiva tekocina in hlapi. V primeru zauzitja je lahko $kodljivo.
Zdravju skodljivo v stiku s koZo. Povzroca blago drazenje koze. Povzro¢a hudo drazenje o¢i. Strupeno
v primeru vdihavanja. Lahko $koduje nerojenemu otroku. Pred uporabo pridobite posebna navodila.

Etilenglikol monometil eter (kat. st. 9011-25ML)

2-metoksietanol, 100 %. Nevarno. Vnetljiva tekocina in hlapi. V primeru zauzitja je lahko Skodljivo.
Zdravju Skodljivo v stiku s kozo. Povzro¢a blago drazenje koze. Povzroca hudo drazenje oéi.
Strupeno v primeru vdihavanja. Lahko $koduje plodnosti ali nerojenemu otroku. Pred uporabo
pridobite posebna navodila.

Naftol AS-D kloroacetat (kat. st. 905-10CAP)
Naftol AS-D kloroacetat, 20 mg/kapsulo.

a-naftil acetat (kat. St. 906-10CAP)

Naftol AS-D kloroacetat, 20 mg/kapsulo. Nevarno. Povzro¢a hude poskodbe oci. Nositi zascitne
rokavice/zaétito za oti/zaétito za obraz. PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj minut.
Odstranite kontaktne lece, ¢e jih imate in Ce to lahko storite brez tezav. Nadaljujte z izpiranjem.

Koncentrat pufra TRIZMAL™ 6.3 (kat. t. 903C-50ML)
TRIZMA® maleat, 200 mmol/l, dodan je kloroform kot konzervans

Koncentrat pufra TRIZMAL™ 7.6 (kat. $t. 902C-50ML)

TRIZMA® maleat, 200 mmol/I, dodan je kloroform kot konzervans

Mayerjeva raztopina hematoksilina (kat. st. MHS1-100ML)

Hematoksilin, certificiran, CI 75290, 0,1 % (m/v), in stabilizatorji

Kisla raztopina hematoksilina (kat. st. 2852-100ML)

Certificiran hematoksilin, CI 75290, 1 g/l, in stabilizatorji, pH 3,3 pri 25 °C

Sol Fast Blue RR (kat. $t. FBS25-10CAP)

Fast Blue, C.I. 37155. Predhodno stehtane kapsule. Dejanska teza na kapsulo se razlikuje glede na
Cistost serije barvil in je bila optimizirana z analizo.

Sol Fast Corinth V (kat. $t. 9015-10CAP)

Sol Fast Corinth V, 18-22 mg/kapsulo. Nevarno. Zdravju skodljivo pri zauzitju. Zdravju skodljivo v
stiku s koZo. Zdravju skodljivo pri vdihavanju. Lahko povzroci raka. Pred uporabo pridobite posebna
navodila. Nosite zaséitne rokavice/zas¢itna obladila.

Citratni koncentrat (kat. st. 3861-20ML)
Citratni pufer, 0,38 mol/l, pH 5,4, Ce je razredCen po postopku

Posebni materiali, ki so potrebni, vendar niso priloZeni

e Metanol, absolutni

e Aceton, reagent ACS

« Raztopina natrijevega fluorida (kat. $t. 919-25ML). Natrijev fluorid, 2 g/dl
Shranjevanje in stabilnost

Dimetilformamid, etilen glikol monometil eter, koncentrat pufra TRIZMAL™ 6,3, koncentrat pufra
TRIZMAL™ 7,6, Mayerjeva raztopina hematoksilina in kisla raztopina hematoksilina so shranjeni pri
sobni temperaturi (18-26 °C).

Naftol AS-D kloroacetat, a-naftil acetat in sol Fast Blue RR se shranjujejo pri temperaturi pod 0 °C.
Sol in citratni koncentrat Fast Corinth V hranite v hladilniku (2-8 °C).

Naftol AS-D kloroacetat, a-naftil acetat, sol Fast Blue RR in sol Fast Corinth V so stabilni do datuma
izteka roka uporabnosti, navedenega na oznakah.

Citratna razred¢ena raztopina je obstojna 1 teden, ¢e se hrani trdno zaprta pri sobni temperaturi
(18-26 °C).

Koncentrat pufra TRIZMAL™ 6.3, koncentrat pufra TRIZMAL™ 7.6 in koncentrat citrata so primerni
za uporabo v odsotnosti mikrobne rasti.

Natrijev fluorid, 2 g/dl. Shranjujte pri sobni temperaturi (18-26 °C). Uporabi se, Ce se izvede
»Postopek inhibicije a-naftil acetat esteraze s fluoridom«.

Poslabsanje kakovosti
Dimetilformamid in etilenglikol monometil eter zavrzite, ¢e sta obarvana ali motna.

Raztopini TRIZMAL™ 6.3 in TRIZMAL™ 7.6 razredcenega pufra je treba enkrat uporabiti in
nato zavredi.

Mayerjevo raztopino hematoksilina in kislo raztopino hematoksilina zavrzite, ¢e je ¢as, potreben
za ustrezno obarvanje, daljsi od ¢asa, priporoCenega v postopku, za vec kot 5 minut.

Priprava

Naftol AS-D kloroacetatna raztopina se pripravi tako, da se vsebina 1 kapsule naftol AS-D
kloroacetat raztopi v 2 ml dimetilformamida. Po potrebi vzemite 1 kapsulo iz zamrzovalnika.
Pripravite neposredno pred uporabo.

a-naftil acetatno raztopino pripravite tako, da vsebino 1 kapsule a-naftil acetata raztopite v 2 ml
etilenglikol monometil etra. Po potrebi vzemite 1 kapsulo iz zamrzovalnika. Pripravite neposredno
pred uporabo.

Raztopino TRIZMAL™ 6.3 razredcenega pufra pripravite tako, da 1 del koncentrata pufra
TRIZMAL™ 6.3 razred¢ite z 9 deli deionizirane vode. pH mora biti 6,3 pri 25 °C.

Raztopino TRIZMAL™ 7.6 razredCenega pufra pripravite tako, da 1 del koncentrata pufra
TRIZMAL™ 7.6 razredCite z 9 deli deionizirane vode. pH mora biti 7,6 pri 25 °C.

Mayerjevo raztopino hematoksilina in kislo raztopino hematoksilina je treba pred uporabo filtrirati.

Citratno razred¢eno raztopino pripravite tako, da 1 del citratnega koncentrata razredcite z 9 deli
deionizirane vode. pH je 5,4 po razredditvi.

Citratno-aceton-metanolni fiksativ: 18 ml razredcene raztopine citrata dodajte 27 ml acetona razreda
ACS in 5 ml metanola. Shranjujte trdno zaprto pri sobni temperaturi (18-26 °C). Po 8 urah zavrzite.

Previdnostni ukrepi

Izdelki IVD, ki so vkljueni v te komplete, so namenjeni za diagnosti¢no uporabo in vitro v
klini¢cnem laboratoriju. Ti izdelki IVD so namenjeni le strokovni uporabi s strani usposobljenega
osebja. Z napravami Sigma-Aldrich IVD lahko upravlja laboratorijsko osebje, ki je usposobljeno
za ravnanje s ¢loveskimi vzorci, ki so lahko kuzni, za uporabo mikroskopov in druge laboratorijske
opreme ter ima sposobnost zaznavanja barv in ostrino vida za razlikovanje barv in drugih
predmetov pod mikroskopom.

Upostevati je treba obic¢ajne previdnostne ukrepe pri ravnanju z laboratorijskimi reagenti.
Odpadke odstranite v skladu z vsemi lokalnimi, drzavnimi, pokrajinskimi ali nacionalnimi predpisi.

Postopek

Zbiranje vzorcev

Nobena znana testna metoda ne more dati popolnega zagotovila, da vzorci krvi ali tkiva ne bodo
prenesli okuzbe. Zato je treba vse krvne derivate ali tkivne vzorce obravnavati kot potencialno kuzne.

Kri, filme kostnega mozga, tipalne tkivne preparate in preparate iz citocentrifug se lahko uporablja
tako z a-naftil acetat esterazo kot z naftol AS-D kloroacetat esterazo. EDTA ali heparin bosta sluzila
kot antikoagulant.® Zamrznjena in v parafin vklopljena tkiva se lahko uporabljajo z naftol AS-D
kloroacetat esterazo. a-naftil acetat esteraza se lahko uspesno uporablja na zamrznjenih tkivnih
rezinah.® Filmi krvi ali kostnega mozga se lahko hranijo fiksirani pri sobni temperaturi (18-26 °C)
vel tednov ali nefiksirani ve¢ dni brez opazne spremembe aktivnosti.>® Polne krvi ne posiljajte

za analizo v druge laboratorije. Posljite fiksirana ali nefiksirana stekelca. Stekelca je treba med
prevozom hraniti na hladnem. Pred fiksacijo pustite filme, da se susijo vsaj 1 uro.

Opombe

Opisani postopki se izvajajo pri 37 °C. Ce reagenti niso segreti na to temperaturo, lahko pride do
Sibkih ali negativnih reakcij. Priporocljivo je, da temperaturo preverite z natanénim termometrom.
Vodne kopeli z nadzorovano temperaturo so ucinkovitejSe od inkubatorjev s toplim zrakom in jih je
treba uporabljati za encimske citokemi¢ne metode. Prenos toplote skozi steklo je hitrejsi kot skozi
plastiko, zato je treba uporabljati steklene kozarce Coplin.

Stevilni encimski sistemi so obcutljivi na majhne sledi detergenta. Umivanje steklene posode z
razred¢enim belilom, ki mu sledi izpiranje v velikih koli¢inah deionizirane vode, bo preprecilo ucinek
detergenta na celi¢ne encime.

Rezultati temeljijo na doloceni stopnji subjektivne razlage. Posamezni laboratoriji morajo dolociti
lastna normalna obmodja.

Postopki

Naftol AS-D kloroacetat esterazni postopek

1. Stekelca za 1 minuto fiksirajte v fiksativu citrat-aceton-metanol pri sobni temperaturi
(18-26 °C).

2. Temeljito sperite v deionizirani vodi in vsaj 20 minut susite na zraku.

3. V50 ml TRIZMAL™ 6.3 razredCene pufrske raztopine, PREDHODNO SEGRETE NA 37 °C,
ob stalnem mesanju dodajte vsebino 1 kapsule soli Fast Corinth V.

4. Ko je sol popolnoma raztopljena v pufru, dodajte 2 ml raztopine naftol AS-D kloroacetata.

Raztopina bo videti precej motna.

Nadaljujte z meSanjem 15-30 sekund, nato dodajte v kozarec Coplin. NE FILTRIRAJTE.

6. Vzorce poloiitveyv raztopino za barvanje (iz koraka 5) in jih 5 minut inkubirajte pri 37 °C.
OPOMBA: ZASCITITE PRED SVETLOBO.

7. Stekelca odstranite z barvila in jih 3 minute umivajte v deionizirani vodi. Raztopino za
barvanje zavrzite.

8. Po zelji 5-10 minut kontrastno barvajte v kisli raztopini hematoksilina in sperite z vodo iz pipe.

9. Stekelca posusite na zraku in jih mikroskopsko preglejte. Ce je potrebno prekrivanje,
uporabite samo vodni medij za pritrjevanje.

Postopek z a-naftil acetat esterazo

1. Stekelca 1 minuto fiksirajte v fiksativu citrat-aceton-metanol pri sobni temperaturi (18-26 °C).

2. Temeljito sperite v deionizirani vodi in vsaj 20 minut susite na zraku.

3. V50 ml razredéene pufrske raztopine TRIZMAL™ 7.6, VNAPRE] SEGRETE NA 37 °C, ob
stalnem mesSanju dodajte vsebino 1 kapsule soli Fast Blue RR.

4. Ko je sol popolnoma raztopljena v pufru, dodajte 2 ml raztopine a-naftil acetata. Raztopina bo
rumena in rahlo motna.

5. Nadaljujte z meSanjem 15-20 sekund, nato pa dodajte v kozarec Coplin. NE FILTRIRAJTE.

6. Vzorce poloiit‘evv raztopino za barvanje (iz koraka 5) in jih 30 minut inkubirajte pri 37 °C.
OPOMBA: ZASCITITE PRED SVETLOBO.
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7. Odstranite preparate z barvanja in jih 3 minute umivajte v deionizirani vodi. Raztopino za barvanje
zavrzite.
8. Po zelji jih 5-10 minut kontrastno barvajte v Mayerjevi raztopini hematoksilina in sperite v vodi
iz pipe.
9. Stekelca posusite na zraku in jih mikroskopsko preglejte. Ce je potrebno prekrivanje, uporabite
samo vodni medij za pritrjevanje.
Postopek dvojnega barvanja z esterazo
1. Izvedite test a-naftil acetat esteraze, kot je opisano v razdelku s postopkom. Ne uporabljajte
kontrastnih barvil.
2. Stekelca 5 minut izpirajte v deionizirani vodi.
3. Test naftol AS-D kloroacetatne esteraze izvedite, kot je opisano v korakih 3-9 postopka.
Postopek inhibicije a-naftil acetat esteraze s fluoridom
éeprav je a-naftil acetat esterazo mogoce najti predvsem v celicah monocitne linije, ko se izvaja, kot je
opisano, je treba priznati, da so megakariociti in eritroidni prekurzorji pozitivni na ta encim.!* Limfociti
in nekateri zreli granulociti so prav tako obcasno pozitivni.> Za dokon¢no razlikovanje teh celic od
monocitov se v inkubacijski sistem doda natrijev fluorid. V prisotnosti te spojine se encim monocitov
inaktivira.'? Za izvedbo testa inhibicije fluorida se lahko uporabi naslednji postopek.

1. Stekelca 1 minuto fiksirajte v fiksativu citrat-aceton-metanol pri sobni temperaturi (18-26 °C).
2. Temeljito sperite v deionizirani vodi in vsaj 20 minut susite na zraku.
3. Oznacite 2 casi A in B ter dodajte to:

Casa A Casa B
Razredceni pufer TRIZMAL™ 7.6, 50 ml 50 ml
vnaprej segret na 37 °C
Ob stalnem mesanju dodajte Fast Blue RR 1 kapsula* 1 kapsula*
Raztopina a-naftil acetata 2ml 2ml
Raztopina natrijevega fluorida - 2ml

* Vsebina 1 kapsule

4. Dobro premesajte in prelijte v kozarce Coplin z oznakama A in B.
5. Nadaljujte, kot je opisano v korakih 6-9 v postopku za esterazo a-naftil acetata.

Znacilnosti delovanja

Nacin tockovanja

Preglejte film in izberite tanko podrocje z malo eritrociti. Mesta aktivnosti naftol AS-D kloroacetatne
esteraze bodo videti kot svetlo rdea zrnca, a-naftil acetatna esteraza pa kot ¢rna zrnca. Ocenite od 0
do 4+ na podlagi koli¢ine in intenzivnosti posameznih barvil v citoplazmi ustreznih vrst celic. Znadilnosti
tockovanja temeljijo nekoliko na subjektivni razlagi. Predlagana oblika tockovanja je predstavljena v
tabeli 1. Sklepi so odvisni od relativne prisotnosti ali odsotnosti obarvanosti.

Tabela 1. Znacilnosti to¢kovanja

Ocena celic Intenzivnost Razlaga
obarvanja
0+ Brez —
1+ Sibko do zmerno +
2+ Zmerno do moc¢no +
3+ Mocno +
4+ Briljantno +

Rezultati

Naftol AS-D kloroacetatna esteraza

Ta encim obi¢ajno velja za specifiénega za celice granulocitne linije. Na celicah mora biti vidna rde¢a
granulacija. V monocitih in limfocitih je aktivnost Sibka ali je ni.

a-naftil acetat esteraza

V pogojih preskusa (pH 7,6) je ta encim zaznan predvsem v monocitih, makrofagih in histiocitih,
v granulocitih pa ga prakti¢no ni. Monociti bi morali imeti ¢rno granulacijo. Limfociti lahko ob¢asno
kazejo aktivnost.

Esteraza a-naftil acetata z inhibicijo s fluoridom

Vse celice monocitne linije bodo negativne na encimsko aktivnost, razen diferenciranih histiocitov ali
specializiranih makrofagov v tkivu, ki so lahko odporni tudi proti natrijevemu fluoridu.®

Esteraza z dvojnim obarvanjem

Vzorci, odvzeti s postopkom dvojnega obarvanja, pokazejo granulocite z rdeco granulacijo in monocite
s ¢rno granulacijo.

Pricakovana celi¢na reaktivnost testov za esterazno aktivnost je povzeta v tabeli II.

Tabela II. Citokemicne reakcije krvnih celic

Vrsta celice Kl Naftol AS-D a-naftil acetat esteraza
oroacetatna esteraza
Mieloblasti + +
Promielociti + +
Neutrofilci + —
Eozinofilci — —
Bazofilci + —
Monociti — +
Limfociti - +
Limfoblasti — +
Megakariociti — +
Eritroblasti - +
Plazemske celice - +
Mastociti + —
Dlakave celice — +
Histiociti + +

Sistem reagentov je treba spremljati z uporabo pozitivnih in negativnih kontrolnih stekelc. Pozitivna
kontrolna stekelca se lahko pripravijo iz dolo¢enih celi¢nih linij, za katere je znano, da so pozitivne.

Uporabiti je mogoce tudi antikoagulirano kri iz normalnih vzorcev (po moznosti s povecanim Stevilom
monocitov, Ce se uporablja postopek z a-naftil acetat esterazo); vendar se bo obarvala manj intenzivno
in bo imela manj pozitivnih celic.

Kot negativna kontrola se lahko uporabijo stekelca znano negativnih bolnikov. Ce vzorec ni na voljo,

bo obarvanje vzorca v inkubacijski mesanici z izpus¢enim substratom dalo Zelene rezultate. Vendar pa je
zelo priporocljiva uporaba prvega.

Ce opazeni rezultati odstopajo od pri¢akovanih, se za pomo¢ obrnite na oddelek za tehni¢no pomoé
podjetja Sigma-Aldrich.

Znacilnosti analiticne ucdinkovitosti

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

Kat. Opis izdelka Cilj Specifi¢- Obgutlji- Specifié- Obéutljivost
st. nost znot-  vost znot- nost med med testi
raj testa raj testa testi
. . . Lokacije
9010 Dimetilformamid aktivnosti 3o0d3 3od3 3o0d3 3od3
Etilenglikol Lokacije
9011 monometil eter aktivnosti 30d3 30d3 30d3 30d3
Naftol AS-D Lokacije
905 kloroacetat aktivnosti 30d3 30d3 30d3 30d3
906 a-naftil acetat Identiteta 3o0d3 3od3 3o0d3 3od3
Koncentrat pufra Lokacije
903C  JRIZMAL™ 6.3  aktivnosti 5 °93 30d3 30d3 30d3
Koncentrat pufra Lokacije
902C TRIZMAL™ 7.6 aktivnosti 3o0d3 3o0d3 3o0d3 3o0d3
Mayerjeva
MHS1 raztopina Jedra 3o0d3 3o0d3 3o0d3 3o0d3
hematoksilina
Kisla raztopina
2852 hematoksilina Jedra 3o0d3 3od3 3o0d3 3od3
Lokacije
FBS25  Sol Fast Blue RR aktivnosti 3o0d3 3od3 3o0d3 3od3
. Lokacije
9015  Sol Fast Corinth V aktivnosti 3o0d3 3od3 3o0d3 3od3
: Lokacije
3861  Koncentrat citrata aktivnosti 3o0d3 3od3 3o0d3 3od3

Opozorila in nevarnosti

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

390A:

S SO®

H301 + H311 + H331 Strupeno pri zauzitju, stiku s koZo ali vdihavanju.

H315 Povzroca drazenje koze.

H317 Lahko povzrodi alergijski odziv koze.

H318 Povzroca hude poskodbe oci.

H341 Sum povzrocitve genetskih okvar.

H350 Lahko povzroci raka.

H410 Zelo strupeno za vodne organizme, z dolgotrajnimi ucinki.

P273 Prepreciti sproscanje v okolje.

P280 Nositi zas¢itne rokavice/zasc¢itno obleko/zascito za oci/zascito za obraz.
P301 + P310 PRI ZAUZITIU: Takoj pokli¢ite CENTER ZA ZASTRUPITVE/zdravnika.

P302 + P352 + P312 PRI STIKU S KOZO: Umiti z veliko vode. Ob slabem pocutju poklicite CENTER
ZA ZASTRUPITVE/zdravnika.

P304 + P340 + P311 PRI VDIHAVANJU: Prenesti osebo na svez zrak in jo pustiti v udobnem
polozaju, ki olajsa dihanje. Pokli¢ite CENTER ZA ZASTRUPITVE/zdravnika.

P305 + P351 + P338 PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj minut. Odstranite kontaktne
lece, Ce jih imate in Ce to lahko storite brez tezav. Nadaljujte z izpiranjem.

Ce je med uporabo te naprave ali kot posledica njene uporabe pri$lo do resnega
incidenta, o tem obvestite proizvajalca in/ali njegovega pooblaséenega zastopnika
ter ustrezen drzavni organ.

Definicije simbolov
Simboli, kot so opredeljeni v standardu EN ISO 15223-1:2021

Proizvajalec REF Kataloska Stevilka

Natan¢no preberite navodila LoT Koda serije

za uporabo
Pooblasceni zastopnik v Evropski c E Izjava Evropske unije o skladnosti
skupnosti/Evropski uniji (opredeljena v IVDR 2017/746)

Medicinski diagnosti¢ni pripomocek

Rok uporabe in vitro

Pozor

“
,}’ Temperaturna omejitev
il

Datum izdelave Uvoznik

Ozvnaéuje pooblascenega zastopnika
v Svici
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Kontaktni podatki

Ce Zelite oddati narotilo, obis¢ite nade spletno mesto SigmaAldrich.com. Ce Zelite tehni¢no pomog,
obiscite stran tehni¢nega servisa na nasem spletnem mestu SigmaAldrich.com/techservice.
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Preneseno v novo predlogo s trenutno blagovno znamko. Navedeno za poklicno
uporabo v okviru predvidene uporabe in previdnostnih ukrepov. Pomo¢ za izjavo

o diagnozi je prestavljena v predvideno uporabo. Revidiran je namen uporabe za
uskladitev s 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 so opozorila in nevarnosti. Dodane so bile informacije o
zastopniku v Svici.
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