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Intended Use

Fetal Hemoglobin reagents are intended for use as a general laboratory histochemical stain for

the acid elution determination of fetal hemoglobin in blood smears. Fetal Hemoglobin stain
reagents are for “In Vitro Diagnostic Use.” For professional use only. This manual, semi-quantitative
procedure detects fetal hemoglobin in erythrocytes of human blood smear specimens.

Advances in techniques for protein isolation and characterization led to the discovery that there are
several distinguishing properties that make it possible to differentiate fetal from adult hemoglobin.
Among these is the resistance of fetal hemoglobin (hemoglobin F) to acid elution. When blood
smears are immersed in acid buffer, for example, adult hemoglobin is eluted from the erythrocytes,
whereas fetal hemoglobin is not. If blood smears are treated in this manner and subsequently
stained, erythrocytes having hemoglobin F will take up the stain, while those containing only adult
hemoglobin appear as “ghosts”.

The slide technique for demonstrating fetal hemoglobin in terms of its resistance to acid elution was
originally proposed by Kleihauer et al.,* and later modified by Shepard et al.? The Sigma produced
represents a further improvement in this approach as described by Oski and Naiman.?

It is becoming increasingly common in cases of Rh incompatibility to suppress immune reactions
to red blood cells entering maternal circulation from the fetus. The amount of specific gamma
globulin, containing anti Rh(D) to be administered, is calculated by assessing the magnitude of
fetal-maternal hemorrhage.*

According to described technique, blood smears, which have been properly dried and fixed, are
immersed in a citrate buffer pH 3.3 at 37 °C. Adult hemoglobin A (HbA) dissolves out of the cells,

whereas fetal hemoglobin (HbF) which is acid resistant, remains intracellular and can be stained for
microscopic examination.

Reagents
Citrate Phosphate Buffer Concentrate (Cat. No. 2851)
Sodium citrate, 0.7 mol/L, and sodium phosphate, 0.6 mol/L, chloroform added as preservative

Acid Hematoxylin Solution (Cat. No. 2852)
Hematoxylin, certified, 1 g/L, C.I. 75290, aluminum ammonium sulfate, sodium iodates and
stabilizers, pH 3.3

Eosin B Solution (Cat. No. 2853)
Eosin B, 0.1%, aqueous solution, C.I. 45400. Sodium azide, 0.1%, added as preservative

Special Materials Required but Not Provided

e Microscope

e Microscopes slides, cover slips

e Staining rack/Coplin jars

e Water bath, 37 °C

e Ethanol Fixative (Cat. No. 2858) 80% v/v ethyl alcohol

Storage and Stability

Store Citrate Phosphate Buffer Concentrate in refrigerator (2-8 °C). Discard if there is evidence of
microbial growth.

Store Citrate Phosphate Buffer Solution in refrigerator (2-8 °C). Stable for 2 weeks. Use a fresh
aliquot each day. Discard if there is evidence of microbial growth.

Store Acid Hematoxylin Solution and Eosin B Solution at room temperature (18-26 °C). Solutions
may be reused if they are stored in tightly sealed staining jars in subdued lights.

Ethanol Fixative should be stored at room temperature. Store tightly sealed and as a flammable
liquid. Solution may be reused but should be discarded if fixation is not adequate.

Deterioration
Discard Acid Hematoxylin Solution when the time required for suitable staining exceeds 8 minutes.

Preparation

Citrate Phosphate Buffer Solution is prepared by diluting 1 volume of Citrate Phosphate Buffer
Concentrate with 9 volumes of water.

Acid Hematoxylin Solution, Eosin B Solution and Ethanol Fixative are ready to use.

Precautions

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

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

Procedure

Specimen Collection

All samples must be clearly labeled. Suitable instruments must be used for obtaining and preparing
samples. Follow manufacturer’s instructions for use.

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.

Either capillary or venous blood may be used. Capillary blood may be transferred directly to a
clean microscope slide. Venous blood should be added to a tube containing EDTA or oxalate. For
convenience, use 1-2 drops of 2% EDTA Solution (Cat. No. 2854) per mL of blood (1 drop = 1
mg). Although blood-EDTA mixtures have been reported to be satisfactory for use up to 2 weeks
when refrigerated.? Smears should be prepared within 24 hours from blood collected in oxalate.®
Using samples from the newborn, it is recommended that the blood be diluted with 0.85% saline,
since such specimens have a high content of HbF. Blood smears are not stable and must be tested
immediately after preparation.

Notes

For quality control purposes, it is recommended that blood from a normal adult (HbA) and from

a newborn or infant (HbF) be included in each series of tests. Barr and Shafer® report that fixed
positive control slides from cord blood in EDTA can be preserved up to 1 year at —20 °C, in a sealed
cardboard box. However, EDTA negative controls do not elute completely after being stores for more
than 2 months at —20 °C. These investigators suggest preparing positive and negative smears on
the same slide; thus, providing clear and rapid contrasts as reference in reading test slides.

Normal Ranges’

Age Fetal Hemoglobin (%)
At Birth 50-90
< 2 years 0-4
> 2 years 0-2

Procedure

1. Citrate Phosphate Buffer Solution should be warmed to 37 °C in a Coplin jar or staining dish.

2. Using clean, labeled microscope slides, make thin blood smears. Prepare CONTROL slides
using positive HbF blood (cord-blood) and normal adult blood. Air dry approximately 10
minutes.

3. Fix slides by immersing in Ethanol Fixative for 5 minutes, rinse thoroughly with tap water and
air dry.

4. Immerse TEST and CONTROL slides in pre-warmed Citrate Phosphate Buffer Solution at 37
°C for 5 minutes. Agitate after 1 and 3 minutes of immersion. Degree of agitation may be
varied to achieve most desirable results. Rinse thoroughly with distilled water and air dry
completely to avoid staining artifacts.

5. Stain the slides for 3 minutes in Acid Hematoxylin Solution. Rinse slides thoroughly with
distilled water and shake off excess water.

6. Counterstain slides for 4 minutes in 0.1% Eosin B Solution. Rinse thoroughly with distilled
water and air dry.

7. Place dry coverslip on slide and examine using oil immersion (1000X). The absence of HbF is
evident by the presence of ghost cells while retained HbF causes cells to appear bright red. Do
not apply oil directly to slide. (Note: The 400X magnification may be used, but the resulting
larger field may be more difficult to count.)

Performance Characteristics

The proportion of erythrocytes containing fetal hemoglobin may be estimated several ways. When
studying maternal blood evidence of HbF-containing cells, Oski and Naiman® recommended the
following:

1. Count total number of erythrocytes in 5 fields and determine the average number per field.
2. Count the number of deeply stained HbF-containing erythrocytes in about 30 fields and
determine the average number per field.
3. Calculate percentage of HbF erythrocytes on the bases of the total number of erythrocytes per
field.
Results are reported as the percent HbF present.

According to Oski and Naiman? this method is capable of detecting as little as 0.1 mL of fetal blood
in maternal circulation.

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 say Inter-assay Inter-assay
No Description Speci ty Sensitivity Specificity Sensitivity
Citrate Phosphate Fetal
2851 Buffer Concentrate Hemaglobin 30f3 3of3 30f3 30f3
2852 Add Hematoxylin -y e 30f3 30f3 30f3 30f3
2853  Eosin B Solution Fetal 30f3 30f3 30f3 30f3
Hemaglobin

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

285C, 285D:

H319 Causes serious eye irritation.

H350 May cause cancer.

P201 Obtain special instructions before use.
P264 Wash skin thoroughly after handling.

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

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

P308 + P313 IF exposed or concerned Get medical advice/attention.
P337 + P313 If eye irritation persists Get medical advice/attention.
P405 Store locked up.

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

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

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

“ Manufacturer Catalogue Number

EE] Consult Instructions for Use Batch Code
Authorized Representative European Union Declaration
E in the European Community/ C E of Conformity (defined in IVDR

European Union 2017/746)

Caution

g Use-by Date In vitro diagnostic medical device
,}’ Temperature Limit A
1 ®

Date of Manufacture Importer

Indicates the Authorised
Representative in Switzerland
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Contact Information

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

Die Reagenzien mit fetalem Hamoglobin sind als allgemeines histochemisches Farbemittel fur den
Laborgebrauch zur Bestimmung von fetalem H&moglobin in Blutausstrichen mit saurer Elution
bestimmt. Die Reagenzien zur Farbung von fetalem Hamoglobin sind fir die ,In-vitro-Diagnose"
bestimmt. Nur fiir den professionellen Gebrauch. Dieses manuelle, semiquantitative Verfahren dient
dem Nachweis von fetalem Hamoglobin in Erythrozyten von menschlichen Blutausstrichpraparaten.

Fortschritte bei den Techniken zur Isolierung und Charakterisierung von Proteinen fiihrten zu

der Entdeckung, dass es mehrere Unterscheidungsmerkmale gibt, die es ermdglichen, fotales

von adultem H&moglobin zu unterscheiden. Dazu gehért die Resistenz von fetalem Hamoglobin
(Hamoglobin F) gegeniber saurer Elution. Werden Blutausstriche beispielsweise in einen

saure Pufferldsung getaucht, I6st sich das adulte Hdmoglobin aus den Erythrozyten, das fetale
Hamoglobin hingegen nicht. Wenn Blutausstriche auf diese Weise behandelt und anschlieBend
gefarbt werden, nehmen die Erythrozyten mit Hdmoglobin F die Férbung an. Erythrozyten, die nur
erwachsenes Hamoglobin enthalten, prasentieren sich dagegen als ,Geisterzellen™.

Das Objekttragerverfahren zum Nachweis von fetalem Héamoglobin aufgrund seiner Resistenz
gegenlber einer sauren Elution wurde urspriinglich von Kleihauer et al.! beschrieben und spater
von Shepard et al.? modifiziert. Das erzeugte Sigma stellt eine weitere Verbesserung dieses
Ansatzes dar, wie von Oski und Naiman beschrieben.?

In Fallen einer Rhesus-Inkompatibilitdt kommt es immer h&ufiger zu einer Unterdriickung der
Immunreaktionen auf die vom Fotus in den miitterlichen Blutkreislauf iibergehenden roten
Blutkdrperchen. Die Menge des zu verabreichenden spezifischen Anti-Rh(D) enthaltenden
Gammaglobulins wird unter Berlcksichtigung des AusmaBes der fetal-mitterlichen Blutung berechnet.*

GemaB des beschriebenen Verfahrens werden ordnungsgemaB getrocknete und fixierte
Blutausstriche in einen Citratpuffer mit einem pH-Wert von 3,3 bei 37 °C eingetaucht. Erwachsenes
Hamoglobin A (HbA) 16st sich aus den Zellen heraus, wéhrend das sdureresistente fetale
Hémoglobin (HbF) im Zellinneren verbleibt und fiir mikroskopische Untersuchungen angeférbt
werden kann.

Reagenzien

Citrat-Phosphat-Puffer-Konzentrat (Kat.-Nr. 2851)

Natriumcitrat, 0,7 mol/l, und Natriumphosphat, 0,6 mol/l, mit Zusatz von Chloroform als
Konservierungsmittel

Saure Hamatoxylin-Losung (Kat.-Nr. 2852)
Hamatoxylin, zertifiziert, 1 g/I, C.I. 75290, Aluminiumammoniumsulfat, Natriumiodate und
Stabilisatoren, pH 3,3

Eosin B-Losung (Kat.-Nr. 2853)
Eosin B, 0,1 %, wassrige Losung, C.I. 45400. Natriumazid, 0,1 %, zugesetzt als
Konservierungsmittel

Erforderliche, aber nicht im Lieferumfang enthaltene spezielle Materialien
e Mikroskop

e Objekttrager, Deckglaser

e Farbegestell/Coplin-Farbetroge

e Wasserbad, 37 °C

e Ethanol-Fixiermittel (Kat.-Nr. 2858) 80 % v/v Ethylalkohol

Lagerung und Stabilitat

Das Citrat-Phosphat-Pufferkonzentrat im Kihlschrank aufbewahren (2-8 °C). Bei Anzeichen eines
mikrobiellen Befalls entsorgen.

Die Citrat-Phosphat-Pufferlésung im Kihlschrank aufbewahren (2-8 °C). Stabil fir 2 Wochen. Jeden
Tag ein frisches Aliquot verwenden. Bei Anzeichen eines mikrobiellen Befalls entsorgen.

Die saure Hamatoxylin-Losung und die Eosin B-Lésung bei Raumtemperatur lagern (18-26 °C). Die
Losungen konnen wiederverwendet werden, wenn sie in dicht verschlossenen Férbetrégen und nur
schwachem Licht aufbewahrt werden.

Das Ethanol-Fixiermittel ist bei Raumtemperatur zu lagern. Dicht verschlossen und wie eine
entziindliche Flussigkeit lagern. Die Lésung kann wiederverwendet werden, sollte aber bei einer
unzureichenden Fixierung entsorgt werden.

Zerfall
Die saure Hamatoxylin-Ldsung muss entsorgt werden, wenn die fur eine angemessene Farbung

bendtigte Zeit 8 Minuten Ubersteigt.

Vorbereitung
Die Citrat-Phosphat-Pufferlésung wird durch Verdiinnen von 1 Volumen Citrat-Phosphat-
Pufferkonzentrat mit 9 Volumen Wasser hergestellt.

Die saure Hamatoxylin-Lésung, die Eosin B-L6sung und das Ethanol-Fixiermittel sind
gebrauchsfertig.

VorsichtsmaBnahmen

Diese IVDs sind fir die In-vitro-Diagnostik in einer klinischen Laborumgebung bestimmt. Diese
IVDs sind nur flr den professionellen Gebrauch durch qualifiziertes Personal bestimmt. Die IVDs
von Sigma-Aldrich kénnen von Laborpersonal bedient werden, das im Umgang mit menschlichen
Proben, die infektios sein konnen, geschult ist, Mikroskope und andere Laborgerdte bedienen kann
und uber eine Farbwahrnehmung und Sehscharfe 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 o6rtlichen, staatlichen, regionalen oder nationalen Vorschriften.

Verfahren

Probenentnahme

Alle Proben missen eindeutig beschriftet sein. Zur Gewinnung und Aufbereitung der Proben sind
geeignete Instrumente zu verwenden. Beachten Sie die Gebrauchsanweisung des Herstellers.

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

Es kann sowohl Kapillar- als auch venéses Blut verwendet werden. Kapillarblut kann direkt auf
einen sauberen Objekttréger aufgetragen werden. Venoéses Blut zuvor sollte in ein mit EDTA oder
Oxalat prapariertes Rohrchen gegeben werden. Zur Vereinfachung kdnnen 1-2 Tropfen 2%ige
EDTA-L6sung (Kat.-Nr. 2854) pro ml Blut verwendet werden (1 Tropfen = 1 mg). Berichten

zufolge kénnen Blut-EDTA-Mischungen bis zu 2 Wochen lang verwendet werden, wenn sie gekihlt
gelagert werden.? Abstriche sollten innerhalb von 24 Stunden von mit Oxalat entnommenem Blut
hergestellt werden.® Bei Proben von Neugeborenen wird eine Verdiinnung des Blutes mit 0,85%iger
Kochsalzlésung empfohlen, da diese Proben einen hohen Gehalt an HbF aufweisen. Blutausstriche
sind nicht stabil und missen sofort nach der Herstellung untersucht werden.

Hinweise

Zur Qualitatskontrolle empfiehlt sich die gleichzeitige Verwendung von Blut eines gesunden
Erwachsenen (HbA) und eines Neugeborenen oder Sauglings (HbF) in jeder Testreihe. Barr und
Shafer® berichten, dass fixierte Positivkontroll-Objekttrager aus Nabelschnurblut in EDTA bis

zu 1 Jahr bei -20 °C in einem verschlossenen Behalter aus Karton aufbewahrt werden kdnnen.
EDTA-Negativkontrollen eluieren jedoch nicht vollsténdig, nachdem sie langer als 2 Monate bei

20 °C gelagert wurden Diese Prifarzte empfehlen, positive und negative Ausstriche auf demselben
Objekttrager zu praparieren, um so beim Ablesen der Testobjekttréger einen deutlichen und
schnellen Vergleich zu ermdglichen.

Normalbereiche’

Alter Fetales Hdmoglobin (%)
Bei Geburt 50-90
< 2 Jahre 0-4
> 2 Jahre 0-2

Verfahren

1. Die Citrat-Phosphat-Pufferldsung sollte in einem Coplin-Féarbetrog oder einer Férbeschale auf
37 °C erwarmt werden.

2. Mit sauberen, beschrifteten Objekttrégern diinne Blutausstriche anfertigen. KONTROLL-
Objekttrager mit positivem HbF-Blut (Nabelschnurblut) und normalem Erwachsenenblut
anfertigen. Etwa 10 Minuten an der Luft trocknen lassen.

3. Objekttréager 5 Minuten lang in Ethanol-Fixiermittel fixieren, griindlich mit Leitungswasser
abspilen und an der Luft trocknen.

4. TEST- und KONTROLL-Objekttréger 5 Minuten lang in die auf 37 °C vorgewarmte Citrat-
Phosphat-Pufferlésung eintauchen. Nach 1 und 3 Minuten Tauchzeit bewegen. Das Ausmal der
Bewegung kann variiert werden, um die gewilinschten Ergebnisse zu erzielen. Mit destilliertem
Wasser griindlich abspilen und an der Luft vollsténdig trocknen lassen, um eine Farbung von
Artefakten zu vermeiden.

5. Die Objekttrager 3 Minuten lang in saurer Hdmatoxylin-Lésung einfarben. Die Objekttrager
grindlich mit destilliertem Wasser abspuilen und das Uiberschiissige Wasser abschitteln.

6. Die Objekttréager 4 Minuten lang in 0,1%iger Eosin B-Losung gegenfarben. Griindlich mit
destilliertem Wasser abspulen und an der Luft trocknen lassen.

7. Ein trockenes Deckglas auf den Objekttrager legen und mit einer Olimmersion (1000-fache
VergréBerung) untersuchen. Das Fehlen von HbF zeigt sich durch das Vorhandensein von
Geisterzellen. Bei erhaltenem HbF erscheinen die Zellen hellrot. Das Ol nicht direkt auf den
Objekttrager auftragen. (Hinweis: Es kann auch eine 400-fache VergréBerung verwendet
werden, allerdings ist das daraus resultierende gréBere Feld unter Umsténden schwieriger zu
zahlen).

Leistungsmerkmale

Der Anteil der fetales Hdmoglobin enthaltenden Erythrozyten kann auf verschiedene Weise
geschatzt werden. Bei der Untersuchung von miutterlichem Blut, in dem HbF-haltige Zellen
nachgewiesen wurden, schlugen Oski und Naiman?® Folgendes vor:

1. Die Gesamtzahl der Erythrozyten in 5 Feldern zéhlen und die durchschnittliche Anzahl pro Feld
bestimmen.

2. Die Anzahl der intensiv geférbten HbF-haltigen Erythrozyten in etwa 30 Feldern zéhlen und die
durchschnittliche Anzahl pro Feld bestimmen.

3. Den Prozentsatz der HbF-Erythrozyten auf der Grundlage der Gesamtzahl der Erythrozyten pro
Feld berechnen.

Die Ergebnisse werden als Prozentsatz des vorhandenen HbF angegeben.

Laut Oski und Naiman?® kann mit dieser Methode bereits eine Menge von 0,1 ml fetalen Blutes im
mutterlichen Kreislauf nachgewiesen werden.

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

Analytische Leistungsmerkmale

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

Art.- Beschreibung Ziel Intra- Intra-As- Inter-As- Inter-As-
Nr. des Produkts Assay- say-Emp-  say-Spezi- say-Emp-
Spezifitdt  findlichkeit fitat findlichkeit
Citrat-Phosphat- Fetales

2851 Puffer-Konzentrat Hamoglobin 3von3 3von3 3von3 3von 3
Saure

2852 H&matoxylin- Kerne 3von3 3von3 3von3 3von3
Lésung

2853 Eosin B-Losung Fetales 3von3 3von3 3von3 3von3

H&amoglobin
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Warnungen und Gefahren

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

285C, 285D:

H319 Verursacht schwere Augenreizungen.

H350 Kann Krebs erzeugen.

P201 Informieren Sie sich iber besondere Hinweise zur Verwendung.

P202 Nicht handhaben, bevor Sie nicht alle Sicherheitshinweise gelesen und verstanden haben.
P264 Nach der Handhabung die Haut griindlich waschen.

P280 Tragen Sie Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz.

P280 Tragen Sie einen Augenschutz/Gesichtsschutz.

P305 + P351 + P338 BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN Einige Minuten lang behutsam mit Wasser
ausspulen. Kontaktlinsen entfernen, falls vorhanden und leicht durchzufiihren. Weiter splen.

P308 + P313 BEI Exposition oder Bedenken Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.
P337 + P313 Bei anhaltender Augenreizung arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.
P405 Unter Verschluss aufbewahren.

P501 Den Inhalt/Behélter bei einer zugelassenen Abfallentsorgungsstelle entsorgen.

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

Symbol-Definitionen
Symbole gem&B der Definition in EN ISO 15223-1:2021

il  Hersteller

Katalognummer

Anweisungen flir den Gebrauch
beachten

Chargencode

Bevollmachtigter Vertreter in
der Europdischen Gemeinschaft/ c
Europdischen Union

Konformitatserklarung der
Europadischen Union (definiert in
IVDR 2017/746)

m

Verfallsdatum In-vitro-Diagnostikum

Temperatur-Grenzwert Vorsicht

§H
«
A

il

Datum der Herstellung Importeur

&> 3

E Bezeichnet den Bevollméchtigten in
der Schweiz.
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Kontaktinformationen

Um eine Bestellung aufzugeben, besuchen Sie bitte unsere Website unter SigmaAldrich.com. Fiir
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Instructions d'utilisation

Kit d'hémoglobine feoetale

Procédure n° 285

MRRCK

q3

Utilisation prévue

Les réactifs pour I'hémoglobine foetale sont destinés a étre utilisés comme colorant histochimique
de laboratoire général pour la détermination par élution acide de I'hémoglobine feetale dans les
frottis sanguins. Les réactifs pour la coloration de I'némoglobine feetale sont destinés a un "usage
en diagnostic in vitro". Réservé a un usage professionnel. Cette procédure semi-quantitative
manuelle permet de détecter I'némoglobine feetale dans les érythrocytes des échantillons de frottis
sanguins humains.

Les progrés réalisés en matiere de techniques d'isolement et de caractérisation des protéines ont
conduit a la mise en évidence de plusieurs propriétés caractéristiques permettant de différencier
I'némoglobine feetale de I'hémoglobine adulte. Parmi celles-ci figure la résistance de I'hémoglobine
feetale (hémoglobine F) a I'élution acide. Par exemple, lorsque des frottis sanguins sont immergés
dans un tampon acide, I'hémoglobine adulte est éluée des érythrocytes, alors que I'hémoglobine
foetale ne I'est pas. Si les frottis sanguins sont traités de cette maniére et ensuite colorés, les
érythrocytes contenant de I'hémoglobine feetale vont se colorer, tandis que ceux qui ne contiennent
que de I'némoglobine adulte apparaissent comme des "fantémes".

La technique sur lames pour mettre en évidence I'hémoglobine foetale en termes de sa résistance a
I'élution acide a été proposée a I'origine par Kleihauer et al.!, puis elle a plus tard été modifiée par
Shepard et al.2. Le produit de Sigma constitue une nouvelle amélioration de cette approche comme
décrit par Oski et Naiman?.

En cas d'incompatibilité rhésus, il est de plus en plus fréquent de supprimer les réactions
immunitaires du feetus contre les globules rouges qui entrent dans la circulation maternelle. La
quantité de gammaglobulines spécifiques, contenant I'anti-Rh(D) a administrer, est calculée en
évaluant I'importance de I'hémorragie feeto-maternelle®.

Selon la technique décrite, les frottis sanguins, qui ont été correctement séchés et fixés, sont
immergés dans un tampon citrate de pH 3,3 & 37 °C. L'hémoglobine A adulte (HbA) est éluée hors
des cellules, tandis que I'hémoglobine feetale (HbF), qui est acido-résistante, reste dans les cellules
et peut étre colorée en vue d'étre examinée au microscope.

Réactifs
T

pon citrate-ph e concentré (réf. 2851)

Citrate de sodium, 0,7 mol/I, et phosphate de sodium, 0,6 mol/I, chloroforme ajouté comme
conservateur

Solution d'hématoxyline acide (réf. 2852)
Hématoxyline, certifiée, 1 g/l, C.I. 75290, sulfate d'aluminium et d'ammonium, iodates de sodium
et stabilisateurs, pH 3,3

Solution d'éosine B (réf. 2853)

Eosine B, 0,1 %, solution aqueuse, C.I. 45400. Azoture de sodium, 0,1 %, ajouté comme
conservateur

Matériel spécial requis mais non fourni

e Microscope

e Lames de microscope, lamelles couvre-objet

* Portoir de coloration/cuves a coloration de Coplin

e Bain-marie, 37 °C

e Fixateur a base d'éthanol (réf. 2858), alcool éthylique a 80 % v/v

Conservation et stabilité

Conserver le tampon citrate-phosphate concentré au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C). Jeter si une
croissance microbienne est observée.

Conserver la solution de tampon citrate-phosphate au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C). Stable
pendant 2 semaines. Utiliser une nouvelle aliquote tous les jours. Jeter si une croissance
microbienne est observée.

Conserver la solution d'hématoxyline acide et la solution d'éosine B a température ambiante (entre
18 et 26 °C). Les solutions peuvent étre réutilisées si elles sont conservées dans des cuves a
coloration hermétiquement fermées, a I'abri de la lumiére.

Le fixateur a base d'éthanol doit étre conservé a température ambiante. Le conserver fermé
hermétiquement et comme s'il s'agissait d'un liquide inflammable. La solution peut étre réutilisée,
mais elle doit étre jetée si la fixation n'est pas adéquate.

Détérioration
Jeter la solution d'hématoxyline acide lorsque le temps nécessaire pour obtenir une coloration
adéquate dépasse 8 minutes.

Préparation

La solution de tampon citrate-phosphate est préparée en diluant 1 volume de tampon citrate-
phosphate concentré avec 9 volumes d'eau.

La solution d'hématoxyline acide, la solution d'éosine B et le fixateur a base d'éthanol sont préts a
I'emploi.

Précautions

Ces dispositifs médicaux de diagnostic in vitro sont destinés a étre utilisés en diagnostic in vitro
au sein de laboratoires de biologie médicale. Ces dispositifs médicaux de diagnostic in vitro sont
destinés a un usage professionnel par un personnel qualifié uniquement. Les dispositifs médicaux

de diagnostic in vitro de Sigma-Aldrich peuvent étre utilisés par le personnel de laboratoire formé a
la manipulation d'échantillons humains potentiellement infectieux, a I'utilisation de microscopes et
d'autres équipements de laboratoire et possédant une perception des couleurs et une acuité visuelle
permettant de distinguer les couleurs ainsi que les autres objets au microscope.

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

Procédure

Prélevement des échantillons

Tous les échantillons doivent étre clairement étiquetés. Des instruments appropriés doivent étre
utilisés pour obtenir et préparer les échantillons. Suivre les instructions d'utilisation des fabricants.

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.

Il est possible d'utiliser du sang capillaire ou veineux. Le sang capillaire peut étre transféré
directement sur une lame de microscope propre. Le sang veineux doit étre ajouté a un tube
contenant de I'EDTA ou de I'oxalate. Pour plus de commodité, utiliser 1 a 2 gouttes de solution d'EDTA
a 2 % (réf. 2854) par ml de sang (1 goutte = 1 mg). Bien que I'utilisation des mélanges sang-EDTA
se soit révélée satisfaisante jusqu'a 2 semaines lorsque ces mélanges sont réfrigérés?, les frottis
doivent étre préparés dans les 24 heures suivant le prélevement de sang dans de I'oxalate’. Avec les
échantillons provenant de nouveau-nés, il est recommandé de diluer le sang avec une solution saline
a 0,85 %, car ces échantillons contiennent une concentration élevée en HbF. Les frottis sanguins ne
sont pas stables et doivent étre testés immédiatement aprés leur préparation.

Remarques

A des fins de contrdle qualité, il est recommandé d'inclure dans chaque série de tests le sang
d'un adulte en bonne santé (HbA) ainsi que celui d'un nouveau-né ou d'un nourrisson (HbF).

Barr et Shafers rapportent que les lames de contrdles positifs fixées provenant de sang de cordon
prélevé dans de I'EDTA peuvent étre conservées jusqu'a 1 an a -20 °C, dans une boite en carton
hermétique. Toutefois, les contrbles négatifs a I'EDTA ne sont pas complétement élués apres avoir
été stockés pendant plus de 2 mois a -20 °C. Ces chercheurs suggérent de préparer des frottis
positifs et négatifs sur la méme lame, ce qui permet d'obtenir des contrastes clairs et rapides
comme référence pour la lecture des lames a tester.

Plages normales’

Age Hémoglobine foetale (%)
A la naissance 50-90
< 2 ans 0-4
> 2 ans 0-2

Procédure

1. La solution de tampon citrate-phosphate doit étre chauffée a 37 °C dans une cuve a coloration
de Coplin ou une cuve a coloration standard.

2. En utilisant des lames de microscope propres et étiquetées, réaliser des frottis sanguins fins.
Préparer des lames de CONTROLE avec du sang contenant de I'HbF (sang de cordon) et du
sang provenant d'un adulte en bonne santé. Laisser sécher a I'air libre pendant 10 minutes
environ.

3. Fixer les lames en les immergeant dans le fixateur a base d'éthanol pendant 5 minutes, les
rincer soigneusement sous I'eau de ville puis les laisser sécher a I'air libre.

4. Immerger les lames A TESTER et les lames de CONTROLE dans une solution de tampon
citrate-phosphate préchauffée a 37 °C pendant 5 minutes. Agiter aprés 1 et 3 minutes
d'immersion. L'intensité de I'agitation peut varier en fonction des résultats souhaités. Rincer
soigneusement a I'eau distillée et laisser sécher complétement a |'air libre pour éviter les
artefacts de coloration.

5. Colorer les lames dans la solution d'hématoxyline acide pendant 3 minutes. Rincer
soigneusement les lames a I'eau distillée et les secouer pour éliminer I'excés d'eau.

6. Contre-colorer les lames pendant 4 minutes dans la solution d'éosine B a 0,1 %. Rincer
soigneusement a I'eau distillée et laisser sécher a I'air libre.

7. Placer une lamelle couvre-objet séche sur chaque lame, puis examiner les lames au
microscope avec un objectif a immersion (1000x). L'absence d'HbF est mise en évidence
par la présence de cellules fantémes, tandis que I'HbF retenue fait apparaitre les cellules en
rouge vif. Ne pas appliquer I'huile a immersion directement sur la lame. (Remarque : le
grossissement 400x peut étre utilisé, mais le champ plus large qui en résulte peut rendre le
comptage plus difficile.)

Caractéristiques de performance

La proportion d'érythrocytes contenant de I'hémoglobine feetale peut étre estimée de plusieurs
fagons. Lorsqu'ils ont étudié la mise en évidence des cellules contenant de I'HbF dans le sang
maternel, les recommandations d'Oski et Naiman? étaient les suivantes :

1. compter le nombre total d'érythrocytes dans 5 champs, puis déterminer leur nombre moyen
par champ.
2. compter le nombre d'érythrocytes contenant de I'HbF fortement colorés dans environ
30 champs, puis déterminer leur nombre moyen par champ.
3. calculer le pourcentage d'érythrocytes contenant de I'HbF d'aprés le nombre total
d'érythrocytes par champ.
Les résultats sont rapportés en pourcentage d'HbF présente.

Selon Oski et Naiman?, cette méthode est capable de détecter au minimum 0,1 ml de sang fecetal
dans la circulation sanguine maternelle.

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

Caractéristiques de performance analytique

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

Réf.  Description du Cible Spéci é Sensibilité
produit intra-série intra-série inter-séries inter-séries
Tampon citrate- 5 _
2851 phosphate b?neemf%egtlgle 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
concentré
Solution
2852  d'hématoxyline Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
acide
. - Hémoglo-
2853 Solution d'éosine B bine footale 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
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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.

285C, 285D :

H319 Provoque une sévére irritation des yeux.

H350 Peut provoquer le cancer.

P201 Se procurer les instructions avant utilisation.

P202 Ne pas manipuler avant d'avoir lu et compris toutes les précautions de sécurité.
P264 Se laver la peau soigneusement aprés manipulation.

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

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

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

P308 + P313 EN CAS d'exposition prouvée ou suspectée : consulter un médecin.
P337 + P313 Si l'irritation oculaire persiste : consulter un médecin.
P405 Garder sous clé.
P501 Eliminer le contenu/récipient dans une installation d'élimination des déchets agréée.
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

u Fabricant

Uj] Consulter le mode d'emploi

Référence

Numéro du lot

Représentant agréé dans la
Communauté européenne/I'Union

Déclaration de conformité de
I'Union européenne (définie dans

européenne c E le réglement 2017/746 relatif aux
dispositifs médicaux de diagnostic
in vitro)

- s Dispositif médical de diagnostic

Date limite d'utilisation in vitro

Limites de température A Attention

Date de fabrication @ Importateur

Indique le représentant agréé en

Suisse
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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
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Rév. 6.0 2023
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Istruzioni per I'uso

Kit emoglobina fetale

Procedura n. 285

MRRCK
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Uso previsto

I reagenti per I'emoglobina fetale sono destinati all'uso come colorante istochimico generale di
laboratorio per la determinazione dell'eluizione acida dell'emoglobina fetale negli strisci ematici.

I reagenti per la colorazione dell'emoglobina fetale sono destinati all"'uso diagnostico in vitro". Solo
per uso professionale. Questa procedura semiquantitativa manuale rileva I'emoglobina fetale negli
eritrociti contenuti in strisci di sangue umano.

I progressi nelle tecniche per I'isolamento e la caratterizzazione delle proteine hanno consentito di
appurare che esistono diverse proprieta distintive che favoriscono la differenziazione tra emoglobina
fetale e adulta. Una di queste € la resistenza dell'emoglobina fetale (emoglobina F) all'eluizione
acida. Ad esempio, quando uno striscio ematico viene immerso in un tampone acido, I'emoglobina
adulta subisce I'eluizione, mentre I'emoglobina fetale rimane intatta. Se gli strisci ematici vengono
trattati in questo modo e successivamente colorati, gli eritrociti fetali assorbiranno il colorante,
mentre quelli adulti appariranno come "fantasmi".

La tecnica di colorazione dei vetrini per dimostrare I'emoglobina fetale in termini di resistenza
all'eluizione acida é stata originariamente proposta da Kleihauer et al.,! e successivamente
modificata da Shepard et al.? Il prodotto di Sigma rappresenta un'ulteriore evoluzione di
quest'approccio descritto da Oski e Naiman.?

Nei casi di incompatibilita Rh si diffonde sempre di pit la tendenza a sopprimere le reazioni
immunitarie ai globuli rossi che entrano nella circolazione materna dal feto. La quantita di
gammaglobuline specifiche contenenti anti Rh(D) da somministrare si calcola valutando I'entita
dell'emorragia materno-fetale.*

Secondo la tecnica descritta, gli strisci ematici, opportunamente essiccati e fissati, vengono immersi
in un tampone citrato pH 3,3 a 37 °C. L'emoglobina A adulta (HbA) viene eliminata dalle cellule,
mentre I'emoglobina fetale (HbF), resistente agli acidi, rimane in sede intracellulare e puo essere
colorata per I'esame microscopico.

Reagenti
Concentrato tampone fosfato di citrato (N. di cat. 2851)
Citrato di sodio 0,7 mol/L e fosfato di sodio 0,6 mol/L, aggiunta di cloroformio come conservante

Soluzione di ematossilina acida (N. di cat. 2852)
Ematossilina certificata 1 g/L C.I. 75290, solfato di alluminio e ammonio, iodati di sodio e
stabilizzanti, pH 3,3

Soluzione di eosina B (N. di cat. 2853)
Eosina B 0,1%, soluzione acquosa, C.I. 45400. Azoturo di sodio 0,1%, aggiunto come conservante

Materiali specifici necessari, ma non forniti in dotazione

e Microscopio

e \etrini per microscopio, coprioggetti

¢ Rack per colorazione/vaschette tipo Coplin

e Bagnomaria, 37 °C

e Soluzione fissativa di etanolo (N. di cat. 2858) 80% v/v alcol etilico

Conservazione e stabilita

Conservare il concentrato tampone fosfato di citrato in frigorifero (2-8 °C). Scartare se la crescita
microbica € evidente.

Conservare la soluzione tampone fosfato di citrato in frigorifero (2-8 °C). Stabile per 2 settimane.
Utilizzare un'aliquota fresca ogni giorno. Scartare se la crescita microbica € evidente.

Conservare la soluzione di ematossilina acida e la soluzione di eosina B a temperatura ambiente
(18-26 °C). Le soluzioni possono essere riutilizzate se conservate in vaschette per colorazione
sigillate a chiusura ermetica in condizioni di luce soffusa.

Conservare la soluzione fissativa di etanolo a temperatura ambiente. Conservare ben sigillata e
come liquido infiammabile. La soluzione puo essere riutilizzata, ma deve essere scartata se la
fissazione non & adeguata.

Deterioramento
Scartare la soluzione di ematossilina acida quando il tempo necessario per una colorazione
adeguata & superiore a 8 minuti.

Preparazione

Per preparare la soluzione tampone fosfato di citrato diluire 1 volume di concentrato tampone
fosfato di citrato con 9 volumi di acqua.

La soluzione di ematossilina acida, la soluzione di eosina B e la soluzione fissativa di etanolo sono
pronti per |'uso.

Precauzioni

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

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

Procedura

Raccolta dei campioni

Etichettare tutti i campioni in modo chiaro. Per raccogliere e preparare i campioni si devono
utilizzare strumenti adeguati. Seguire le istruzioni per |'uso del fabbricante.

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

E possibile utilizzare sangue capillare o venoso. Il sangue capillare puo essere trasferito
direttamente su un vetrino per microscopio pulito. Versare il sangue venoso in una provetta

con EDTA o ossalato. Per praticita, utilizzare 1-2 gocce di soluzione EDTA al 2% (n. cat. 2854)

per ml di sangue (1 goccia = 1 mg). Sebbene sia stato segnalato che le miscele sangue-EDTA
sono soddisfacenti per I'uso fino a 2 settimane se refrigerate,? gli strisci devono essere preparati
entro 24 ore dal prelievo di sangue in ossalato.> Se si utilizzano campioni prelevati da neonati, si
raccomanda di diluire il sangue con soluzione salina allo 0,85%, in quanto tali campioni presentano
un alto contenuto di HbF. Gli strisci ematici non sono stabili e devono essere analizzati subito dopo
la preparazione.

Note

Ai fini del controllo di qualita, includere in ogni serie di test campioni di sangue prelevati da un
adulto normale (HbA) e da un neonato o lattante (HbF). Secondo Barr e Shafer, i vetrini di
controllo positivi, fissati, preparati con sangue da cordone ombelicale in EDTA possono essere
conservati fino a 1 anno a -20 °C in una scatola di cartone sigillata. Tuttavia, i controlli negativi
EDTA non vengono eluiti completamente dopo essere stati conservati per oltre 2 mesi a -20 °C.
Questi ricercatori suggeriscono di preparare strisci positivi e negativi sullo stesso vetrino; in tal
modo, si ottengono contrasti chiari e rapidi come riferimento nella lettura dei vetrini in esame.

Intervalli nei limiti della norma’

Eta Emoglobina fetale (%)
Alla nascita 50-90
< 2 anni 0-4
> 2 anni 0-2

Procedura

1. Scaldare la soluzione tampone fosfato di citrato a 37 °C in una vaschetta tipo Coplin 0 in una
vaschetta per colorazione.

2. Con l'ausilio di vetrini per microscopio puliti ed etichettati, eseguire sottili strisci di sangue.
Preparare i vetrini di CONTROLLO utilizzando sangue HbF-positivo (sangue da cordone
ombelicale) e sangue da adulto normale. Lasciar asciugare all'aria per circa 10 minuti.

3. Fissare i vetrini immergendoli in soluzione fissativa di etanolo per 5 minuti, sciacquarli
abbondantemente con acqua corrente e asciugare all'aria.

4. Immergere i vetrini di TEST e CONTROLLO in nella soluzione tampone fosfato di citrato
preriscaldata a 37 °C per 5 minuti. Agitare dopo 1 e 3 minuti di immersione. Il grado
dell'agitazione pud essere variato per ottenere i risultati piti desiderabili. Sciacquare
abbondantemente con acqua distillata e asciugare all'aria completamente per evitare
artefatti di colorazione.

5. Colorare i vetrini per 3 minuti in soluzione di ematossilina acida. Sciacquare accuratamente i
vetrini con acqua distillata e scrollare l'acqua in eccesso.

6. Controcolorare i vetrini per 4 minuti con una soluzione di eosina B allo 0,1%. Sciacquare
abbondantemente con acqua distillata e asciugare all'aria.

7. Posizionare un coprioggetto asciutto sul vetrino ed esaminarlo usando una lente speciale
per immersione in olio (1000X). L'assenza di HbF & evidenziata dalla presenza di cellule
fantasma mentre I'HbF trattenuta dona alle cellule un colore rosso vivo. Non applicare I'olio
direttamente sul vetrino (nota: & possibile utilizzare I'ingrandimento 400X, ma il campo pit
ampio che si ottiene potrebbe essere piu difficile da contare).

Caratteristiche prestazionali

La proporzione di eritrociti contenenti emoglobina fetale puo essere stimata in vari modi. Con
riferimento alla ricerca nel sangue materno di cellule contenenti HbF, Oski e Naiman* hanno
raccomandato quanto segue:

1. Contare il numero totale di eritrociti in 5 campi e calcolare la media per campo.
2. Contare il numero di eritrociti contenenti HbF a colorazione intensiva in circa 30 campi e
determinare il numero medio per campo.
3. Calcolare la percentuale di eritrociti contenenti HbF rispetto al numero totale di eritrociti per
campo.
I risultati sono riportati come percentuale di HbF presente.

Secondo Oski e Naiman? questo metodo € in grado di rilevare fino a 0,1 ml di sangue fetale nella
circolazione della madre.

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- inter- inter-
Concentrato .
2851 tampone fosfato di Emfogtlolblna 3su3 3su3 3su3 3su3
citrato etale

Soluzione di
2852 ematossilina acida

Soluzione di Emoglobina
2853 e0sina B fotale 3su3 3su3 3su3 3su3

Nuclei 3su3 3su3 3su3 3su3




Avvertenze e pericoli
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H319 Provoca grave irritazione oculare.
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Informazioni SDS aggiornate. Aggiunte informazioni sull'importatore per la Svizzera.

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

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

P308 + P313 IN CASO di esposizione o di possibile esposizione: consultare un medico.
P337 + P313 Se l'irritazione degli occhi persiste: consultare un medico.
P405 Conservare sotto chiave.
P501 Smaltire il prodotto/recipiente in un impianto di smaltimento dei rifiuti approvato.
Se durante I'utilizzo di questo dispositivo, o a seguito di questo, si & verificato un

grave incidente, segnalarlo al fabbricante e/o al suo rappresentante autorizzato e
alla propria autorita nazionale.
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Simboli da usare in conformita con la norma EN ISO 15223-1:2021

Fabbricante Numero di catalogo
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Data di scadenza Dispositivo medico diagnostico

in vitro
Limite di temperatura A Attenzione
Data di fabbricazione % Importatore
Indica il rappresentante autorizzato
in Svizzera
Bibliografia

1. Kleihauer E, Braun H, Betke K. Demonstration von fetalem Hamoglobin in den Erythrocyten
eines Blutausstrichs [Demonstration of fetal hemoglobin in erythrocytes of a blood smear]. Klin
Wochenschr. 1957 Jun 15; 35(12):637-8. German. doi: 10.1007/BF01481043. PMID: 13450287.

2. Shepard MK, Weatherall DJ, Conley CL: Semi-quantitative estimation of the distribution of fetal
hemoglobin in red cell populations. Bull Johns Hopkins Hosp. 110:293, 1962.

3. Oski FA, Naiman JL: Hematologic Problems in the Newborn, 2nd ed. Saunders, Philadelphia, 1972,
pp. 62-63.

4. Technical Manual. American Association of Blood Banks, 9th ed. Arlington (VA), 1985, pp. 320-322.

5. Clayton EM, Feldhaus WD, Phythyon JM: The demonstration of fetal erythrocytes in the presence of
adult blood cells. Am ] Clin Pathol. 40:487, 1963.

6. Barr JK, Shafer JA: Preparation and storage of control slides for fetal hemoglobin determination by
acid elution. Am J Med Technol. 42:54, 1976.

7. Seiverd CE: Hematology for Medical Technologist, 4th ed. Lea & Febiger, Philadelphia, 1973, pp
511-512

Recapiti

Per effettuare un ordine, visitare il nostro sito web all'indirizzo SigmaAldrich.com. Per il servizio di
assistenza tecnica, visitare |'apposita pagina dedicata sul nostro sito web all'indirizzo
SigmaAldrich.com/techservice.

Sigma-Aldrich, Inc.,
3050 Spruce Street,
St. Louis, MO 63103 USA
an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

MDSS GmbH Merck KGaA,
Schiffgraben 41 64271

30175 Hannover, Darmstadt,

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau
Switzerland

Sigma - Aldrich
Chemie GmbH
IndustriestraBe 25
CH-9470 Buchs

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

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

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


http://SigmaAldrich.com/techservice

Rev. 7.0, 91748-LS, 2025

Sigma-Aldrich.

Instrucciones de uso

Kit de hemoglobina fetal

Procedimiento n.° 285

MRRCK

q3

Uso previsto

Los reactivos de hemoglobina fetal estan destinados al uso como tincién histoquimica general de
laboratorio para la deteccion por elucién acida de la hemoglobina fetal en extensiones de sangre.
Los reactivos de tincion de hemoglobina fetal son para «uso diagndstico in vitro». Solo para uso
profesional. Este procedimiento manual y semicuantitativo detecta la hemoglobina fetal en los
eritrocitos de las muestras de extensiones de sangre humana.

Los avances en las técnicas de aislamiento y caracterizacion de proteinas permitieron descubrir
que existen varias propiedades distintivas que permiten diferenciar la hemoglobina fetal de la
adulta. Entre ellas, se encuentra la resistencia de la hemoglobina fetal (hemoglobina F) a la elucién
acida. Cuando las extensiones de sangre se sumergen en amortiguador acido, por ejemplo, la
hemoglobina adulta se eluye de los eritrocitos, mientras que la hemoglobina fetal no lo hace. Si

las extensiones de sangre se tratan de esta manera y se tifien posteriormente, los eritrocitos que
tienen hemoglobina F tomaran la tincién, mientras que los que solo contienen hemoglobina adulta
aparecen como «fantasmas».

La técnica de portaobjetos para demostrar la hemoglobina fetal en términos de su resistencia a la
elucion acida fue propuesta originalmente por Kleihauer y cols.,! y posteriormente modificada por
Shepard y cols.? El sigma producido representa una mejora de este enfoque descrito por Oski y
Naiman.?

Cada vez es mas frecuente en los casos de incompatibilidad Rh suprimir las reacciones inmunitarias
a los gldbulos rojos que entran en la circulacién materna procedentes del feto. La cantidad de
gammaglobulina especifica, que contiene anti Rh(D) que debe administrarse, se calcula evaluando
la magnitud de la hemorragia materno-fetal.*

Segun la técnica descrita, las extensiones de sangre, que se han secado vy fijado correctamente, se
sumergen en una solucién amortiguadora de citrato de pH 3,3 a 37 °C. La hemoglobina A adulta
(HbA) se disuelve fuera de las células, mientras que la hemoglobina fetal (HbF), que es resistente a
los acidos, permanece en el espacio intracelular y puede tefiirse para el examen microscopico.

Reactivos

Concentrado de solucién amortiguadora con fosfato y citrato (n.° de cat. 2851)
Citrato de sodio, 0,7 mol/l, y fosfato de sodio, 0,6 mol/I, cloroformo afiadido como conservante

Solucion de hematoxilina acida (n.° de cat. 2852)
Hematoxilina, certificada, 1 g/l, C.I. 75290, sulfato amdnico de aluminio, yodatos sédicos y
estabilizadores, pH 3,3

Solucion de eosina B (n.° de cat. 2853)
Eosina B, 0,1 %, solucién acuosa, C.I. 45400. Azida sodica al 0,1 %, afiadida como conservante

Material especial necesario pero no suministrado

e Microscopio

e Portaobjetos para microscopio, cubreobjetos

e Gradilla de tincion/frascos Coplin

e Bafio de agua a 37 °C

* Fijador de etanol (n.° de cat. 2858) al 80 % v/v de alcohol etilico

Almacenamiento y estabilidad

Almacenar el concentrado de amortiguador de fosfato y citrato en el frigorifico (2-8 °C). Descartar
si hay evidencias de crecimiento microbiano.

Almacenar la solucién amortiguadora de fosfato y citrato en el frigorifico (2-8 °C). Estable durante
2 semanas. Utilizar una alicuota nueva cada dia. Descartar si hay evidencias de crecimiento
microbiano.

Conservar la solucion de hematoxilina acida y la solucién de eosina B a temperatura ambiente
(18-26 °C). Las soluciones pueden reutilizarse si se guardan en frascos de tincién bien cerrados y
con luz tenue.

El fijador de etanol debe conservarse a temperatura ambiente. Almacenar bien cerrado y como
liquido inflamable. La solucién puede reutilizarse, pero debe desecharse si la fijacion no es
adecuada.

Deterioro

Desechar la solucion de hematoxilina acida cuando el tiempo necesario para una tincién adecuada
sea superior a 8 minutos.

Preparacion

La solucién amortiguadora de fosfato y citrato se prepara diluyendo 1 volumen de concentrado de
solucién amortiguadora de fosfato y citrato con 9 volimenes de agua.

La solucién de hematoxilina &cida, la solucion de eosina B y el fijador de etanol estan listos para su
uso.

Precauciones

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

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

Procedimiento

Recogida de la muestra

Todas las muestras deben estar claramente etiquetadas. Se deben utilizar instrumentos adecuados
para la obtencion y preparaciéon de muestras. Seguir las instrucciones de uso del fabricante.

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

Se puede utilizar sangre capilar o venosa. La sangre capilar puede transferirse directamente a

un portaobjetos limpio. La sangre venosa debe afiadirse a un tubo que contenga EDTA u oxalato.
Para mayor comodidad, utilizar 1-2 gotas de solucion de EDTA al 2 % (n.° de cat. 2854) por ml

de sangre (1 gota = 1 mg). Aunque se ha informado de que las mezclas de sangre con EDTA son
satisfactorias para su uso hasta 2 semanas cuando estén refrigeradas.? Los frotis deben prepararse
en un plazo de 24 horas a partir de la sangre recogida en oxalato.® Si se utilizan muestras de
recién nacidos, se recomienda diluir la sangre con solucién salina al 0,85 %, ya que estas muestras
tienen un alto contenido de HbF. Las extensiones de sangre no son estables y se deben analizar
inmediatamente después de su preparacion.

Notas

A efectos de control de calidad, se recomienda incluir en cada serie de pruebas sangre de un
adulto normal (HbA) y de un recién nacido o de un lactante (HbF). Barr y Shafer® informan de

que los portaobjetos de control positivo fijados de la sangre del cordén umbilical en EDTA pueden
conservarse hasta 1 afio a -20 °C, en una caja de cartdn sellada. Sin embargo, los controles
negativos con EDTA no eluyen completamente después de haber sido almacenados durante mas de
2 meses a -20 °C. Estos investigadores sugieren que se preparen extensiones positivas y negativas
en el mismo portaobjetos; de este modo, se obtienen contrastes claros y rapidos como referencia
en la lectura de los portaobjetos.

Intervalos normales’

Edad Hemoglobina fetal (%)
Al nacer 50-90
<2 afios 0-4
>2 afios 0-2

Procedimiento

1. La solucién amortiguadora de fosfato y citrato debe calentarse hasta 37 °C en un frasco Coplin
0 en una cubeta de tincion.

2. Con portaobjetos de microscopio limpios y etiquetados, hacer extensiones de sangre finas.
Preparar portaobjetos de CONTROL utilizando sangre HbF positiva (sangre de corddn
umbilical) y sangre normal de adulto. Secar al aire unos 10 minutos.

3. Fijar los portaobjetos sumergiéndolos en fijador de etanol durante 5 minutos, enjuagar bien
con agua del grifo y secar al aire.

4. Sumergir los portaobjetos de PRUEBA y CONTROL en la solucién amortiguadora de fosfato y
citrato precalentada a 37 °C durante 5 minutos. Agitar tras 1 y 3 minutos de inmersion. El
grado de agitacion puede variar para conseguir los resultados mas deseados. Aclarar bien con
agua destilada y secar al aire completamente para evitar los artefactos de tincion.

5. Tefiir los portaobjetos durante 3 minutos en solucion de hematoxilina acida. Aclarar los
portaobjetos a fondo con agua destilada y sacudir el exceso de agua.

6. Tintar los portaobjetos durante 4 minutos en solucion de eosina B al 0,1 %. Aclarar bien con
agua destilada y secar al aire.

7. Colocar el cubreobjetos seco en el portaobjetos y examinarlo mediante inmersién en aceite
(1000X). La ausencia de HbF es evidente por la presencia de células fantasma mientras
que la HbF retenida hace que las células aparezcan de color rojo brillante. No aplicar aceite
directamente a la preparacion. (Nota: Se puede utilizar el aumento de 400X, pero el mayor
campo resultante puede ser mas dificil de contar).

Caracteristicas de funcionamiento

La proporcion de eritrocitos que contienen hemoglobina fetal puede estimarse de varias maneras.
Al estudiar las pruebas de sangre materna de las células que contienen HbF, Oski y Naiman?
recomendaron lo siguiente:

1. Contar el nimero total de eritrocitos en 5 campos y determinar el nimero en promedio por
campo.
2. Contar el nimero de eritrocitos que contienen HbF profundamente tefiidos en unos 30 campos
y determinar el nimero en promedio por campo.
3. Calcular el porcentaje de eritrocitos HbF sobre la base del niumero total de eritrocitos por
campo.
Los resultados se presentan como el porcentaje de HbF presente.

Seglin Oski y Naiman?, este método es capaz de detectar una cantidad tan pequefia como 0,1 ml de
sangre fetal en la circulacion materna.

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.°© Descripcion del Objetivo Especifici- Sensibi- Especifici- Sensibi
de producto dad intraen- lidad in- dad inter- dad inter-
cat. sayo traensayo ensayo ensayo
Concentrfardo .
2851 _ desolucion - Hemoglobi- 5 44 3 3de3 3de3 3de3

amortiguadora con na fetal
fosfato y citrato

5852 Solucién de

hematoxilina acida Ndcleos 3de3 3de3 3de3 3de3
Solucién de Hemoglobi-
2853 eosina B na fetal 3de3 3de3 3de3 3de3
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Advertencias y peligros

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

285C, 285D:

H319 Provoca irritacion ocular grave.

H350 Puede provocar cancer.

P201 Procurarse las instrucciones antes del uso.

P202 No manipular antes de haber leido y comprendido todas las precauciones de seguridad.
P264 Lavarse cuidadosamente la piel después de la manipulacion.

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

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

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Enjuagar con agua cuidadosamente
durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto cuando estén presentes y pueda hacerse con
facilidad. Proseguir con el lavado.

P308+ P313 EN CASO DE exposicion demostrada o supuesta: consultar a un médico.

P337 + P313 Si la irritacion ocular persiste, consultar a un médico.

P405 Guardar bajo llave.

P501 Eliminar el contenido/recipiente en una planta de eliminacién de desechos aprobada.

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

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

autoridad nacional.

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

“ Fabricante Numero de catdlogo

Consultar instrucciones de uso Codigo de lote

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

Representante autorizado en la
Comunidad Europea/Unién Europea

B
&
A

il

. Producto sanitario para diagndstico
Fecha de caducidad in vitro

Limite de temperatura A Precaucion

Fecha de fabricacion % Importador

Indica el representante autorizado

en Suiza
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Informacioén de contacto

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

Historial de revisiones

Rev. 4.0 2014
Rev. 5.0 2016
Rev. 6.0 2023

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

los simbolos. Se ha afiadido la informacién de contacto en caso de acontecimientos
adversos. Se han actualizado las referencias bibliograficas. Se ha afiadido una tabla

del historial de revisiones. Se han afadido advertencias y peligros. Se ha afiadido la
informacion del representante de Suiza.

Rev. 7.0 2025

Se ha actualizado la informacion de hoja de datos de seguridad (SDS). Se ha afiadido
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Brugsanvisning

Fosterhaamoglobinsaet

Procedure nr. 285

MRRCK

q3

Tilsigtet brug

Fosterhaemoglobinreagenser er beregnet til brug som en histokemisk farvning til almindelig
laboratoriebrug med henblik pd syreelueringsbestemmelse af fosterhaemoglobin i
blodudstrygninger. Fosterhaemoglobin-farvningsreagenser er beregnet til "in vitro-diagnostisk
brug". Kun til professionel brug. Denne manuelle, semikvantitative procedure detekterer
fosterhamoglobin i erytrocytter fra humane blodudstrygningsprgver.

Fremskridt inden for teknikker til proteinisolering og -karakterisering fgrte til opdagelsen af, at

der er flere karakteristiske egenskaber, der ggr det muligt at differentiere fosterhaemoglobin

fra voksenhamoglobin. Blandt disse er fosterhaemoglobins (haemoglobin F) modstand over for
syreeluering. N&r blodudstrygninger for eksempel nedsaenkes i syrebuffer, elueres voksenhaemoglobin
fra erytrocytterne, hvorimod fosterhaemoglobin ikke elueres. Hvis blodudstrygninger behandles pa
denne méde og efterfglgende farves, vil erytrocytter med haemoglobin F optage farvningen, mens
dem, der kun indeholder voksenhaemoglobin, fremstar som "spggelser”.

Objektglasteknikken til pavisning af fosterhaemoglobin via dets modstandsdygtighed over for
syreeluering blev oprindeligt foresl&et af Kleihauer et al.! og senere modificeret af Shepard et al.?
Teknikken fra Sigma repraesenterer en yderligere forbedring af denne tilgang som beskrevet af Oski
og Naiman.?

Det bliver mere og mere almindeligt i tilfelde af Rh-inkompatibilitet at undertrykke
immunreaktioner pa rode blodlegemer, der kommer ind i moderens kredslgb fra fosteret. Maengden
af specifikt gammaglobulin, der indeholder anti-Rh(D), som skal administreres, beregnes ved at
vurdere graden af fgtal-maternal blgdning.*

I henhold til den beskrevne teknik nedsaenkes blodudstrygninger, som er blevet tgrret og fikseret
korrekt, i en citratbuffer med pH 3,3 ved 37 °C. Voksenhamoglobin A (HbA) oplgses ud af cellerne,
hvorimod fosterhzemoglobin (HbF), som er syrebestandigt, forbliver intracellulzert og kan farves
med henblik pd mikroskopisk undersggelse.

Reagenser

Citratfosfatbufferkoncentrat (kat.nr. 2851)

Natriumcitrat, 0,7 mol/l, og natriumfosfat, 0,6 mol/l, kloroform tilsat som konserveringsmiddel
Sur haematoxylinoplgsning (kat.nr. 2852)

Haematoxylin, certificeret, 1 g/I, C.I. 75290, aluminiumammoniumsulfat, natriumiodater og
stabilisatorer, pH 3,3

Eosin B-oplgsning (kat.nr. 2853)

Eosin B, 0,1 %, vandig oplgsning, C.I. 45400. Natriumazid, 0,1 %, tilsat som konserveringsmiddel

Seerlige materialer, som er pdkreevede, men ikke medfglger

e Mikroskop

e Objektglas, deekglas

e Farvningsstativ/Coplin-skle

¢ Vandbad, 37 °C

e Ethanolfiksativ (kat.nr. 2858) 80 % vol./vol. ethylalkohol

Opbevaring og stabilitet

Opbevar citratfosfatbufferkoncentrat i kgleskab (2-8 °C). Skal bortskaffes, hvis der er tegn pd
mikrobiel vaekst.

Opbevar citratfosfatbufferoplgsning i kgleskab (2-8 °C). Holdbar i 2 uger. Brug en frisk alikvot hver
dag. Skal bortskaffes, hvis der er tegn pd mikrobiel vaekst.

Opbevar sur haematoxylinoplgsning og eosin B-oplgsning ved stuetemperatur (18-26 °C).
Oplgsningerne kan genbruges, hvis de opbevares i taet lukkede farvningsglas ved deempet belysning.

Ethanolfiksativ skal opbevares ved stuetemperatur. Skal opbevares teet tillukket og som brandfarlig
vaeske. Oplgsningen kan genbruges, men skal kasseres, hvis fikseringen ikke er tilstreekkelig.

Forringelse

Sur haematoxylinoplgsning skal kasseres, ndr den ngdvendige tid til passende farvning overstiger
8 minutter.

Klarggring

Citratfosfatbufferoplgsning fremstilles ved at fortynde 1 del citratfosfatbufferkoncentrat med 9 dele
vand.

Sur haematoxylinoplgsning, eosin B-oplgsning og ethanolfiksativ er klar til brug.

Forsigtighedsregler

Disse IVD'er er beregnet til in vitro-diagnostisk brug i et klinisk laboratoriemiljg. Disse IVD'er er
udelukkende beregnet til kvalificeret personales professionelle brug. IVD'er fra Sigma-Aldrich kan
benyttes af laboratoriepersonale, som er uddannet til at h&ndtere potentielt smittefarlige humane
praver, bruge mikroskoper og andet laboratorieudstyr og har en farveopfattelse og synsstyrke, som
ger dem i stand til at skelne mellem farver og andre genstande under et mikroskop.

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

Procedure

Prgveindsamling

Alle prover skal vaere tydeligt meaerket. Egnede instrumenter skal bruges til at indhente og klarggre
prover. Fglg producentens brugsanvisning.

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.

Der kan anvendes enten kapilleert eller vengst blod. Kapillzerblod kan overfgres direkte til et rent
objektglas. Vengst blod skal tilseettes i et rgr med EDTA eller oxalat. Af praktiske hensyn kan der
bruges 1-2 draber 2 % EDTA-oplgsning (kat.nr. 2854) pr. ml blod (1 drdbe = 1 mg). Selvom blod-
EDTA-blandinger er blevet rapporteret at veere tilfredsstillende til brug i op til 2 uger ved opbevaring
i kgleskab.? Udstrygninger skal fremstilles inden for 24 timer ved brug af blod opsamlet i oxalat.®
N&r der benyttes prever fra nyfadte, anbefales det, at blodet fortyndes med 0,85 % saltvand, da
s&danne prover har et hgjt indhold af HbF. Blodudstrygninger er ikke stabile og skal analyseres
umiddelbart efter klarggring.

Bemaerkninger

Til kvalitetskontrolform&l anbefales det, at blod fra en normal voksen (HbA) og fra en nyfadt eller

et spaedbarn (HbF) inkluderes i hver serie af tests. Barr og Shafer® rapporterer, at fikserede positive
kontrolglas fra navlestrengsblod i EDTA kan opbevares i op til 1 8r ved -20 °C i en forseglet papaeske.
Negative EDTA-kontroller elueres dog ikke helt efter opbevaring i mere end 2 maneder ved -20 °C.
Disse forskere foresldr, at der klarggres positive og negative udstrygninger pd det samme objektglas,
hvilket giver klare og hurtige kontraster som reference ved afleesning af testobjektglas.

Normale omrader’

Alder Fosterhaemoglobin (%)
Ved fgdslen 50-90

<23r 0-4

>238r 0-2

Procedure

1. Citratfosfatbufferoplgsning skal opvarmes til 37 °C i en Coplin-skal eller farvningsskal.

2. Brug rene, maerkede objektglas til at lave tynde blodudstrygninger. Forbered KONTROL-
objektglas ved brug af positivt HbF-blod (navlestrengsblod) og normalt voksenblod. Lad
lufttgrre i ca. 10 minutter.

3. Fiksér objektglassene ved at nedsanke dem i ethanolfiksativ i 5 minutter, skyl grundigt med
postevand, og lad dem lufttgrre.

4. Nedsaenk TEST- og KONTROL-objektglas i forvarmet citratfosfatbufferoplgsning ved 37 °Ci
5 minutter. Rer i oplgsningen efter 1 og 3 minutters nedsaenkning. Graden af omrgring kan
varieres for at opnd optimale resultater. Skyl grundigt med destilleret vand, og lad glassene
lufttgrre helt for at undgad farvningsartefakter.

5. Farv objektglassene i 3 minutter i sur haematoxylinoplgsning. Skyl objektglassene grundigt
med destilleret vand, og ryst overskydende vand af.

6. Kontrastfarv objektglassene i 4 minutter i 0,1 % eosin B-oplgsning. Skyl grundigt med
destilleret vand, og lad dem lufttgrre.

7. Set et tgrt deekglas pd objektglasset, og undersgg det ved brug af olieimmersion (1000X).
Fraveer af HbF ses tydeligt ved tilstedevaerelsen af spggelsesceller, mens bibevaret HbF
far cellerne til at fremstd klart rade. P&fgr ikke olie direkte p8 objektglasset. (Bemaerk:
400X-forstgrrelsen kan bruges, men det resulterende stgrre felt kan veere svaerere at optzelle).

Praestationskarakteristika

Andelen af erytrocytter, der indeholder fosterhaemoglobin, kan vurderes pé flere mader. Ved
undersggelse af evidens for HbF-holdige celler i maternelt blod anbefaler Oski og Naiman? falgende:

1. Teel det samlede antal erytrocytter i 5 felter, og bestem det gennemsnitlige antal pr. felt.
2. Teel antallet af dybt farvede HbF-holdige erytrocytter i ca. 30 felter, og bestem det
gennemsnitlige antal pr. felt.
3. Beregn procentdelen af HbF-erytrocytter p& basis af det samlede antal erytrocytter pr. felt.
Resultater rapporteres som procentvis HbF-forekomst.

Ifglge Oski og Naiman?® er denne metode i stand til at detektere ned til 0,1 ml fosterblod i moderens
kredslgb.

Kontakt Sigma-Aldrichs tekniske service for at f3 hjzelp, hvis de observerede resultater afviger fra
de forventede resultater.

Analytiske praestationskarakteristika

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

Kat. Produktbeskri- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. velse inden for inden for mellem mellem
analyse analyse analyser analyser
Citratfosfatbuffer- Foster-
2851 Kkoncentrat haemoglobin 3af 3 3af3 3af3 3af3
Sur haematoxylin-
2852 oplgsning Kerner 3af3 3af3 3af3 3af3
" ; Foster-
2853 Eosin B-oplgsning haemoglobin 3af 3 3af3 3af3 3af 3

Advarsler og farer

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

285C, 285D:

H319 For8rsager alvorlig gjenirritation.

H350 Kan fremkalde kreeft.

P201 Indhent seerlige anvisninger fgr brug.

P202 Anvend ikke produktet, for alle advarsler er laest og forstet.
P264 Vask huden grundigt efter brug.

P280 Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.



2-DA
(D
P280 Bzer gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

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

P308 + P313 VED eksponering eller mistanke om eksponering: Sgg laegehjeelp.
P337 + P313 Ved vedvarende gjenirritation: Sgg lsegehjaelp.
P405 Opbevares under I3s.

P501 Indholdet/beholderen bortskaffes pd et godkendt affaldsanlaeg.

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

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

“ Producent Katalognummer

EE] Se brugsanvisningen Batchkode
Autoriseret repraesentant i Det Den Europeeiske Unions
E Europeeiske Feellesskab/Den C E overensstemmelseserklering
Europeeiske Union (defineret i IVDR 2017/746)

Medicinsk udstyr til in vitro-

Sidste anvendelsesdato diagnostik
A

Forsigtig

-
,}’ Temperaturgraense
il

Fremstillingsdato Importgr

Angiver den autoriserede
repraesentant i Schweiz
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Kontaktoplysninger
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Bruksanvisning

Fosterhemoglobin-sats

Forfarande nr. 285

MRRCK

q3

Avsedd anvandning

Fosterhemoglobin-reagenser ar avsedda att anvandas som en allmén histokemisk

fargning i laboratoriet for faststéllning av syraeluering av fosterhemoglobin i blodutstryk.
Fosterhemoglobinférgningsreagenser ar avsedda for "in vitro-diagnostik”. Endast for yrkesmaéssigt
bruk. I detta manuella, semikvantitativa férfarande detekteras fosterhemoglobin i erytrocyter fran
humana blodutstryksprover.

Framsteg inom tekniker for proteinisolering och karakterisering ledde till upptackten att

det finns flera sarskiljande egenskaper som gor det mojligt att skilja fosterhemoglobin fran
vuxenhemoglobin. Bland dessa &r fosterhemoglobinets (hemoglobin F) resistens mot syraeluering.
Nar blodutstryk till exempel nedsénks i syrabuffert elueras vuxenhemoglobin fr@n erytrocyterna,
medan fosterhemoglobin inte gor det. Om blodutstryk behandlas pd detta satt och darefter fargas
kommer erytrocyter med hemoglobin F att ta upp fargningen, medan de som endast innehgller
vuxenhemoglobin visas som “spéken”.

Objektglastekniken fér att demonstrera fosterhemoglobin med avseende pd dess motstandskraft
mot syraeluering foreslogs ursprungligen av Kleihauer et al.,* och modifierades senare av Shepard
et al.2 Den Sigma-producerade representerar en ytterligare forbattring av detta tillvidgagangssatt
som beskrivet av Oski och Naiman.?

Det blir allt vanligare i fall av Rh-inkompatibilitet att undertrycka immunreaktioner mot réda
blodkroppar som kommer in i moderns cirkulation frén fostret. Mangden specifikt gammaglobulin,
innehgllande anti-Rh(D) som ska administreras, berdknas genom att beddma omfattningen av
fetomaternell blédning.*

Enligt den beskrivna tekniken doppas blodutstryk, som har torkats och fixerats ordentligt, i

en citratbuffert med pH 3,3 vid 37 °C. Vuxenhemoglobin A (HbA) léses ut ur cellerna, medan
fosterhemoglobin (HbF) som &r syraresistent forblir intracelluldrt och kan férgas for mikroskopisk
undersdkning.

Reagenser

Citratfosfatbuffertkoncentrat (kat.-nr. 2851)

Natriumcitrat, 0,7 mol/l, och natriumfosfat, 0,6 mol/l, kloroform tillsatt som konserveringsmedel
Acid Hematoxylin Solution (kat.-nr. 2852)

Certifierat hematoxylin, 1 g/I, C.I. 75290, aluminiumammoniumsulfat, natriumjodater och
stabiliseringsmedel, pH 3,3

Eosin B-l6sning (kat.-nr. 2853)

Eosin B, 0,1 %, vattenl6sning, C.l. 45400. Natriumazid, 0,1%, tillsatt som konserveringsmedel

Sarskilt materiel som krévs men inte tillhandahalls
e Mikroskop

e Objektglas, téackglas

e Fargstall/Coplin-burkar

e Vattenbad, 37 °C

« Etanolfixeringsmedel (kat.-nr. 2858) 80 % v/v etylalkohol

Férvaring och héllbarhet

Forvara citratfosfatbuffertkoncentrat i kylskap (2-8 °C). Kassera om det finns tecken p& mikrobiell
tillvaxt.

Férvara citratfosfatbuffertlosning i kylskp (2-8 °C). Stabil i tvé veckor. Anvand en farsk alikvot
varje dag. Kassera om det finns tecken pa mikrobiell tillvéxt.

Forvara sur hematoxylinldsning och eosin B-l6sning i rumstemperatur (18-26 °C). Lésningar kan
dteranvandas om de forvaras i tatt forslutna fargningsburkar i dampat ljus.

Etanolfixeringsmedel bor forvaras i rumstemperatur. Forvaras tatt forsluten och som brandfarlig
vétska. Losningen kan &teranvandas men bor kasseras om fixeringen inte &r tillracklig.
Férsamring

Kassera sur hematoxylinldsning nér tiden som kravs for 1amplig fargning éverstiger 8 minuter.

Beredning

Citratfosfatbuffertlésning framstélls genom att spada 1 volym citratfosfatbuffertkoncentrat med
9 volymer vatten.

Sur hematoxylinlésning, eosin B-16sning och etanolfixeringsmedel &r klara att anvandas.

Forsiktighetsatgarder

Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik &r avsedda att anvéndas i klinisk
laboratoriemiljé. Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik @r endast avsedda att
anvandas av kvalificerad personal. Medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik fran Sigma-
Aldrich far anvéandas av laboratoriepersonal som &r utbildad i hantering av humanprover som kan
vara smittsamma, anvéndning av mikroskop och annan laboratorieutrustning samt har tillrackligt
bra fargseende och synskérpa for att kunna urskilja farger och andra féremal under mikroskop.

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

Forfarande

Provtagning

Alla prover maste vara tydligt markta. Lémpliga instrument m&ste anvandas for att ta och forbereda
prover. Folj tillverkarens bruksanvisning.

Inga ké@nda testmetoder kan erbjuda fullstandig garanti for att inte smitta 6verférs genom blodprover
eller vavnad. Darfor maste alla blodderivat och vévnadsprover betraktas som potentiellt smittsamma.

Antingen kapillért eller venost blod kan anvandas. Kapillart blod kan Gverforas direkt till ett rent
objektglas. Venost blod ska laggas till ett rér som innehdller EDTA eller oxalat. For enkelhetens

skull kan du anvanda 1-2 droppar 2 % EDTA-I6sning (kat.nr 2854) per ml blod (1 droppe = 1 mg).
Blod-EDTA-blandningar har rapporterats vara ldampliga att anvanda i upp till 2 veckor nér de forvaras
i kylsk8p.2 Utstryk ska beredas inom 24 timmar fran blod som provtagits i oxalat.> N&r prover fran
en nyfédd anvénds rekommenderas det att blodet spads med 0,85 % koksaltlésning eftersom
s&dana prover har en hog halt av HbF. Blodutstryk ar inte stabila och maste testas omedelbart efter
beredning.

Anmarkningar

For kvalitetskontrollsandamal rekommenderas att blod fr&n en normal vuxen (HbA) och frén en
nyfodd eller ett spadbarn (HbF) inkluderas i varje serie tester. Barr och Shafer® rapporterar att
fixerade positiva kontrollobjektglas fran navelstrangsblod i EDTA kan bevaras i upp till 1 ar vid
-20 °Ci en forseglad kartong. EDTA-negativa kontroller eluerar dock inte fullstandigt efter att

ha férvarats i mer an 2 manader vid -20 °C. Dessa forskare foreslar att man framstéller positiva
och negativa utstryk pd samma objektglas. P8 sd satt far man tydliga och snabba kontraster som
referens vid avlasning av testobjektglasen.

Normalintervall’

Rlder Fosterhemoglobin (%)
Vid fédseln 50-90

<28 0-4

>238r 0-2

Férfarande

1. Citratfosfatbuffertlosning ska varmas till 37 °C i en Coplin-burk eller fargningsskal.

2. Anvand rena, méarkta objektglas for att géra tunna blodutstryk. Férbered KONTROLL-
objektglas med positivt HbF-blod (navelstrangsblod) och normalt vuxenblod. Lufttorka i cirka
10 minuter.

3. Fixera objektglasen genom att doppa i etanolfixeringsmedel i 5 minuter, skdlj noggrant med
kranvatten och lufttorka.

4. Sank ned TEST- och KONTROLL-objektglasen i forvdarmd citratfosfatbuffertlosning vid 37 °C i
5 minuter. Ror om efter 1 och 3 minuters nedsénkning. Graden av omrérning kan varieras for
att uppnd de mest 6nskvéarda resultaten. Skolj noggrant med destillerat vatten och lufttorka
helt for att undvika flackar.

5. Farga objektglasen i 3 minuter i sur hematoxylinlosning. Skoélj objektglasen noggrant med
destillerat vatten och skaka av éverflodigt vatten.

6. Motfarga objektglasen i 4 minuter i 0,1 % eosin B-16sning. Skolj noggrant med destillerat
vatten och lufttorka.

7. Placera torrt tackglas pé objektglaset och undersok med oljeimmersion (1000X). Fr&nvaron
av HbF syns genom narvaron av spokceller medan bibehdllen HbF gor att celler ser ljusréda
ut. Applicera inte olja direkt pd objektglaset. (Obs! 400X forstoring kan anvandas, men det
resulterande storre faltet kan vara svrare att rékna.)

Prestandaegenskaper
Andelen erytrocyter som innehaller fosterhemoglobin kan uppskattas pa flera satt. Nar man

studerade bevis fér HbF-innehdllande celler i maternellt blod rekommenderade Oski och Naiman?
féljande:

1. R&kna totalt antal erytrocyter i fem félt och bestdm det genomsnittliga antalet per falt.
2. Ré&kna antalet djupt fargade HbF-innehallande erytrocyter i cirka 30 félt och bestdm det
genomsnittliga antalet per félt.
3. Berakna procentandelen HbF-erytrocyter pd grundval av det totala antalet erytrocyter per falt.
Resultaten rapporteras som procent HbF narvarande.

Enligt Oski och Naiman?® kan denna metod detektera s& lite som 0,1 ml fosterblod i moderns
cirkulation.

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

Analytiska prestandaegenskaper

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

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

Citratfosfatbuffert-  Fosterhe-

2851 Loncentrat moglobin 3av3 3av3 3av3 3av3
Sur hematoxylin- s

2852 I6sning Ké&rnor 3av3 3av3 3av3 3av3

2853 Eosin B-10sning Fosterhe- 3av3 3av3 3av3 3av3

moglobin

Varningar och faror

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

285C, 285D:

H319 Orsakar allvarlig 6gonirritation.

H350 Kan orsaka cancer.

P201 Inhdmta sarskilda instruktioner fore anvandning.

P202 Hantera inte forréan alla sékerhetsféreskrifter har lasts och forsttts.

P264 Tvétta huden noggrant efter hantering.



P280 Anvand skyddshandskar/skyddskléder/skyddsglasdgon/ansiktsskydd.
P280 Anvand 6gonskydd/ansiktsskydd.

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

P308 + P313 Vid exponering eller misstanke om exponering: Sok ldkarhjalp.
P337 + P313 Vid bestdende 6gonirritation: Sok lakarhjalp.
P405 Férvaras inlst.

P501 Innehdllet/behallaren lamnas till en godkand avfallsanlaggning.

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

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

wl  Tilverkare

Se bruksanvisningen

Katalognummer

Batchkod

EU-férsékran om
Overensstammelse (definieras i
IVDR 2017/746)

Auktoriserad representant i
Europeiska gemenskapen/
Europeiska unionen

()
m

Medicinteknisk produkt fér in vitro-

Utgangsdatum diagnostik

Temperaturgrans Forsiktighet

&> 3

Tillverkningsdatum Importér

Anger den auktoriserade
representanten Schweiz

Referenser

1. Kleihauer E, Braun H, Betke K. Demonstration von fetalem Hamoglobin in den Erythrocyten
eines Blutausstrichs [Demonstration of fetal hemoglobin in erythrocytes of a blood smear]. Klin
Wochenschr. 1957 Jun 15; 35(12):637-8. German. doi: 10.1007/BF01481043. PMID: 13450287.

2. Shepard MK, Weatherall DJ, Conley CL: Semi-quantitative estimation of the distribution of fetal
hemoglobin in red cell populations. Bull Johns Hopkins Hosp. 110:293, 1962.

3. Oski FA, Naiman JL: Hematologic Problems in the Newborn, 2nd ed. Saunders, Philadelphia, 1972,
pp. 62-63.

4. Technical Manual. American Association of Blood Banks, 9th ed. Arlington (VA), 1985, pp. 320-322.

5. Clayton EM, Feldhaus WD, Phythyon JM: The demonstration of fetal erythrocytes in the presence of
adult blood cells. Am ] Clin Pathol. 40:487, 1963.

6. Barr JK, Shafer JA: Preparation and storage of control slides for fetal hemoglobin determination by
acid elution. Am J Med Technol. 42:54, 1976.

7. Seiverd CE: Hematology for Medical Technologist, 4th ed. Lea & Febiger, Philadelphia, 1973,
pp 511-512

Kontaktuppgifter

For att gora en bestallning besoker du var webbplats p8 SigmaAldrich.com. Fér teknisk service besoker
du sidan for teknisk service pa var webbplats SigmaAldrich.com/techservice.
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Instrugdes de utilizagdo

Kit de Hemoglobina fetal

Procedimento N.© 285

ce MRRCK

Utilizagdo prevista

Os reagentes para hemoglobina fetal destinam-se a ser utilizados como uma coloragdo histoquimica
laboratorial geral para a determinagé@o da hemoglobina fetal por eluigdo acida em esfregagos de
sangue. Os reagentes de coloragdo de hemoglobina fetal destinam-se a "Utilizagdo para diagndstico
in vitro". Apenas para utilizagdo por profissionais. Este manual, procedimento semi-quantitativo,
deteta hemoglobina fetal em eritrdcitos de amostras de esfregagos de sangue humano.

Os avangos nas técnicas de isolamento e caraterizagdo de proteinas levaram a descoberta de que
existem varias propriedades distintivas que permitem diferenciar a hemoglobina fetal da adulta.
Entre estas encontra-se a resisténcia da hemoglobina fetal (hemoglobina F) a eluicdo acida.
Quando os esfregagos de sangue sdo imersos em tamp&o acido, por exemplo, a hemoglobina
adulta é eluida dos eritrdcitos, enquanto que o mesmo n&do acontece com a hemoglobina fetal.

Se os esfregacos de sangue forem tratados desta maneira e posteriormente corados, os eritrécitos
com hemoglobina F ocupardo a coloragdo, enquanto que os que contém apenas hemoglobina adulta
aparecem como "fantasmas".

A técnica de lamina para demonstrar a hemoglobina fetal em termos da sua resisténcia a eluigdo
acida foi originalmente proposta por Kleihauer et al.,! e posteriormente modificada por Shepard et

al.? A Sigma produzida representa uma melhoria adicional nesta abordagem, conforme descrito por
Oski e Naiman.?

Estd a tornar-se cada vez mais comum nos casos de incompatibilidade de Rh suprimir as

reagbes imunitarias aos glébulos vermelhos que entram na circulagdo materna através do feto.

A quantidade de gamaglobulina especifica, contendo anti-Rh(D) a administrar, é calculada através
da avaliagdo da magnitude da hemorragia fetal-materna.*

De acordo com a técnica descrita, os esfregagos de sangue, que foram devidamente secos e
fixados, sdo imersos num tampéo de citrato com pH 3,3 a 37 °C. A hemoglobina A adulta (HbA)
dissolve-se das células, enquanto a hemoglobina fetal (HbF), que é resistente aos acidos,
permanece intracelular e pode ser corada para fins de exame microscopico.

Reagentes

Concentrado de Tampao fosfato-citrato (N.° de cat. 2851)
Citrato de sddio, 0,7 mol/l, e fosfato de sddio, 0,6 mol/l, cloroférmio adicionado como conservante

Solugdo de Hematoxilina acida (N.° de cat. 2852)

Hematoxilina, certificada, 1 g/I, C.I. 75290, sulfato de aluminio e amodnio, iodato de sddio e
estabilizadores, pH 3,3

Solugéo de Eosina B (N.° de cat. 2853)

Eosina B, 0,1%, solugdo aquosa, C.I. 45400. Azida de so6dio, 0,1%, adicionada como conservante

Materiais especiais necessarios mas nao fornecidos
e Microscopio

e Laminas para microscopio, lamelas

e Suporte de coloragdo/Jarras de Coplin

e Banho-maria, 37 °C

e Fixador de etanol (N.° de Cat. 2858) alcool etilico 80% v/v

Conservagao e estabilidade

Conservar o Concentrado de Tampao fosfato-citrato no frigorifico (2-8 °C). Eliminar se houver
evidéncias de crescimento microbiano.

Conservar a Solugdo de Tampao fosfato-citrato no frigorifico (2-8 °C). Estavel durante 2 semanas.
Utilizar uma aliquota fresca todos os dias. Eliminar se houver evidéncias de crescimento
microbiano.

Armazenar a Solugdo de Hematoxilina acida e a Solugéo de Eosina B a temperatura ambiente
(18-26 °C). As solugdes podem ser reutilizadas se forem conservadas em frascos de coloragéo
firmemente selados num ambiente com luz ténue.

O Fixador de etanol deve ser conservado a temperatura ambiente. Conservar firmemente selado e
como um liquido inflamavel. A solugdo pode ser reutilizada mas deve ser eliminada se a fixagdo ndo
for adequada.

Deterioragdo

Eliminar a Solugdo de Hematoxilina acido quando o tempo necessario para uma coloragdo adequada
exceder 8 minutos.

Preparagao

A Solugdo de Tampéo fosfato-citrato é preparada diluindo 1 volume de Concentrado de Tampé&o
fosfato-citrato em 9 volumes de agua.

A Solugdo de Hematoxilina acida, a Solugdo de Eosina B e o Fixador de Etanol sdo fornecidos
prontos a utilizar.

Precaugbes

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

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

Procedimento

Colheita de amostras

Todas as amostras devem ser rotuladas com clareza. Devem ser usados instrumentos adequados
para a obtengdo e preparagdo das amostras. Siga as instrugdes de utilizagdo do fabricante.

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

Pode ser utilizado sangue capilar ou venoso. O sangue capilar pode ser transferido diretamente para
uma ldmina de microscdpio limpa. O sangue venoso deve ser adicionado a um tubo contendo EDTA
ou oxalato. Para fins de conveniéncia, use 1-2 gotas de Solugdo de EDTA a 2% (N.° de Cat. 2854)
por ml de sangue (1 gota = 1 mg). Embora as misturas de sangue-EDTA tenham sido relatadas

como sendo satisfatdrias para utilizagdo durante um periodo de até 2 semanas quando refrigeradas.?
Os esfregagos devem ser preparados no prazo de 24 horas a partir da colheita de sangue em
oxalato.® Utilizando amostras do recém-nascido, recomenda-se que o sangue seja diluido com solugdo
salina a 0,85%, visto que tais amostras tém um elevado teor de HbF. Os esfregagos de sangue ndo
sdo estaveis e devem ser testados imediatamente apds a sua preparagao.

Notas

Para efeitos de controlo de qualidade, recomenda-se a inclusdo de sangue de um adulto normal (HbA)
e de um recém-nascido ou bebé (HbF) em cada série de testes. Barr and Shafer® relatam que as
ldminas de controlo positivo fixadas de sangue do corddo umbilical em EDTA podem ser conservadas
até 1 ano a -20 °C, numa caixa de cartdo selada. No entanto, os controlos negativos com EDTA

ndo eluem completamente apds terem sido armazenados durante mais de 2 meses a —20 °C.

Estes investigadores sugerem a preparagdo de esfregagos positivos e negativos na mesma lamina;
fornecendo assim contrastes claros e rapidos como referéncia na leitura das laminas de teste.

Intervalos normais’

Idade Hemoglobina fetal (%)
A nascenca 50-90
< 2 anos 0-4
> 2 anos 0-2

Procedimento

1. A Solugdo de Tampdo fosfato-citrato deve ser aquecida a 37 °C numa jarra de Coplin ou num
tina de coloragdo.

2. Usando laminas de microscdpio limpas e rotuladas, efetuar esfregagos de sangue fino.
Preparar Idminas de CONTROLO usando sangue HbF positivo (sangue de cord&o) e sangue
normal de adulto. Secar ao ar aproximadamente 10 minutos.

3. Fixar as ldminas submergindo em Fixador de Etanol durante 5 minutos, enxaguar
cuidadosamente com agua da torneira e deixar secar ao ar.

4. Submergir as laminas de TESTE e CONTROLO na Solugéo de Tamp&o fosfato-citrato pré-aquecida
a 37 °C durante 5 minutos. Agitar ap6s 1 e 3 minutos de imersdo. O grau de agitacdo pode
ser variado para alcangar os resultados mais desejaveis. Enxaguar cuidadosamente com dgua
destilada e secar ao ar completamente para evitar artefactos na coloragdo.

5. Corar as ldminas durante 3 minutos em Solugdo de Hematoxilina 4cida. Enxaguar
cuidadosamente as laminas com agua destilada e sacudir o excesso de dgua.

6. Efetuar a contracoloragdo das laminas durante 4 minutos com a Solugdo de eosina B a 0,1%.
Enxaguar cuidadosamente com agua destilada e deixar secar ao ar.

7. Colocar a lamela seca sobre a ldmina e examinar usando lente de imersdo em 6leo (1000X).
A auséncia de HbF é evidente pela presenca de células fantasma ao passo que a retengdo
de HbF faz com que as células surjam a vermelho vivo. N&o aplicar leo diretamente na
lamina. (Nota: pode utilizar a ampliagdo de 400X, mas o campo maior resultante pode ser
mais dificil de contar).

Caracteristicas do desempenho
A proporgao de eritrécitos contendo hemoglobina fetal pode ser estimada de varias formas. Ao
estudar evidéncias de sangue materno de células contendo HbF, Oski e Naiman? recomendaram o
seguinte:

1. Contar o nimero total de eritrécitos em 5 campos e determinar o nimero médio por campo.

2. Contar o numero total de eritrdcitos contendo HbF profundamente corados em cerca de

30 campos e determinar o nimero médio por campo.

3. Calcular a percentagem de eritrocitos HbF com base no nimero total de eritrécitos por campo.
Os resultados sdo relatados como a percentagem de HbF presente.
Segundo Oski e Naiman?, este método € capaz de detetar a partir de 0,1 ml de sangue fetal na
circulagdo materna.

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

Caracteristicas do desempenho analitico

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

N.° de Descrigdo do Alvo Especi- Sensibili- Especifici- Sensibili-
cat. produto ficidade dade dade dade
intr io intr io inter io inter i
Concentrado de .
2851 Tamp&o Hi”;"fg't‘;ll’" 3de3 3de3 3de3 3de3
fosfato-citrato
Solugédo de .
2852 Hematoxilina acida Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3
Solugdo de Hemoglobi-
2853 Eosina B ha fetal 3de3 3de3 3de3 3de3

Adverténcias e perigos

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

285C, 285D:

H319 Provoca irritagdo ocular grave.
H350 Pode provocar cancro.

P201 Pedir instrucdes especificas antes da utilizagdo.



2-PT

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________]
P202 N&o manuseie o produto antes de ter lido e percebido todas as precaugdes de seguranga.
P264 Lavar a pele cuidadosamente apés manuseamento.
P280 Usar luvas de protegdo/vestuario de protegdo/protegdo ocular/protecdo facial.
P280 Usar protegdo ocular/protegdo facial.
P305 + P351 + P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: Enxaguar cuidadosamente com
4gua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel. Continue
a enxaguar.
P308 + P313 EM CASO DE exposigdo ou suspeita de exposigdo: Consulte um médico.
P337 + P313 Caso a irritagdo ocular persista: Consulte um médico.
P405 Armazenar num local fechado a chave.

P501 Eliminar o conteido/recipiente numa estagao de eliminagdo de residuos aprovada.

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

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

“ Fabricante

EB] Consultar as instruges de

Numero de catdlogo

Cédigo do lote

utilizagdo

Representante autorizado na Declaragdo de Conformidade da
Comunidade Europeia/Unido C Unido Europeia (definida na diretiva
Europeia RDIV 2017/746)

Limite de temperatura Atencgdo

L
€
A

Data de validade z'svf-;?;'t"’o médico para diagnostico

Data de fabrico Importador

Indica o representante autorizado
na Suica
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Informacoes de contacto

Para encomendar, visite o nosso site em SigmaAldrich.com. Para Assisténcia técnica, visite a pagina de
assisténcia técnica no nosso site SigmaAldrich.com/techservice.
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Rev. 4.0 2014
Rev. 5.0 2016
Rev. 6.0 2023
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alinhamento com as diretrizes do regulamento relativo aos dispositivos médicos para
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03dnyieg xpriong

KIT egBpUikNG aigooPaipivng

Aiadikagia ap. 285

MRRCK

q3

MpoopiZopevn xpron

Ta avmidpacTrpia eJPPUIKAG aIpoo®aipivng npoopifovTal yia Xpron WG YEVIKA EpyacTnpiakn
10TOXNHIKN XPWAON yia Tov NPoadiopiopud TNG EUPPUIKNAG aIHOaPaIpivng OE ENIXPIOHATA aipaTog HETW
OEIvngG ékAouong. Ta avTiIdpacThpia Xpwong ePRPUIKNG alpoopaipivng npoopidovTai yia «in vitro
d1ayvwaTikr xpnon». Ma enayyeAuarikn xpron Hovo. AuTr n pn autopatn, nui-nocotikn diadikacia
QvIXVEUEI TNV eURPUIKN aipoopaipivn oe pubpokUTTapa SelyPaTwy enixpiopaTog avepwnivou aipaTog.

O1 Mpo0doI OTIG TEXVIKEG ANOPOVWONG Kal XapakTnpIoHoU TwV NpwTeivav 0dynoav otnv avakaluyn
OTI UNAPXOUV APKETEG 1810TNTEG dIAKPIONG Nou KaBigTouv duvaTh Tn 31apoponoinan TnG eURPUIKNAG
aidoo®aipivng and Tnv aigoo@aipivn Twv evnAikwv. MeTagl autav ival n avroxn Tng UPPUIKNG
aidoopaipivng (aigoopaipivn F) atnv 6&ivn ékhouon. MNa napadelypa, 6Tav Ta enixpiogara aiparog
epBanTifovtal og puBUIOTIKO SIGAUPa 0EE0G, N aipooPaipivn Twv evnAikwy ekAoUeTal anod Ta
£puBpokUTTapa, evw n ePPPUIKN aipoopaipivn oxi. Eav Ta enixpioparta aipgatog unoBAnbouv oe
£NeEepyaania e AUTOV TOV TPOMO Kal KATOMIV OE XpWon, Ta EpuBPOKUTTAPA MOU £XOUV AIHOOPAIpivi
F 6a xpwpaTiotoUv, V@ auTa Nou MEPIEXOUV HOVO aipoo®aipivn evnAikwv eppavitovral wg
«(pavraouara».

H TeXVIKN QVTIKEINEVOPOPWYV YIa TNV avayvepion TngG epBpUikng aipoapaipivng pe Baon tnv avroxn
™G aTnv 0ivn €kAouan npoTabnke apxika anod Toug Kleihauer et al.,' kar apyoTepa Tpononoinnke
ano Toug Shepard et al.? To npoidv TG Sigma avTinpoownevel Hia NEPAITEPW BEATIWON AUTAG TNG
NPOCEYYIONG, ONWG Neplypagetal and Toug Oski kar Naiman.?

S€ NepINTWOEIG acupBaTtoTnTag Rh, yiveral oAogva Kal GuXVOTEPN N KATAGTOAN TWV aVOCOAOYIK®V
avTIdpacewy aTa epubpa aidooPaipia Nou EICEPXOVTAI OTN UNTPIKM KUKAOMOpia anod To £uBpuo.

H noodTnTa TNG €18IKNAG y-0paipivng, n onoia nepiéxel To avri-Rh(D) nou npokeital va xopnynosi,
unoAoyigerar a§lohoywvTag To péyeBog TNG aldoppayiag uppuou-pnTEPac.

SUPPWVA PE TNV NEPIYPAPOUEVN TEXVIKN, EMIXPIOKATA QINATOG, TA OMOIA £XOUV OTEYVWOEI KAl
HoviponoinBei cwoTd, eppanTifovral oe pubpIOTIKO SiaAupa KiTpikoU pe pH 3,3 otoug 37 °C. H
aipoopaipivn evnAikwv A (HbA) diaAueTal €§w and Ta kUTTapa, eve n epppuikn aiooeaipivn (HbF),
nou eival avBekTIKN 0Ta 0&Ea, NAPAPEVEI EVOOKUTTAPIKN Kal HMOPEI va XPWHATIOTE! YIa HIKPOOKOMIKK
eEéTaon.

AvTiSpaoTnpia

Zupniukveopa puBpIoTIKOU S1aAUHATOG KITPIKOV POOPOPIKAV (Ap. KaTaAdyou 2851)
KiTpikd varpio, 0,7 mol/L, kal ¢wo@opikd vaTpio, 0,6 mol/L, XAwpopOpuIo Nou NPocTiOETal WG
auvVTNPNTIKO

'O&Ivo diaAupa aipato§uAivng (Ap. kaTaldyou 2852)
Aipato&uAivn, niotonoinpévn, 1 g/L, C.I. 75290, Benkd apyiio appwviou, 1wdIKG vATPIO Kal
oTrabeponoinTeg, pH 3,3

AiaAupa nwoivng B (Ap. kataAdyou 2853)
Hwaivn B, 0,1%, udaTiko diaAupa, C.I. 45400. AZidio Tou vaTpiou, 0,1%), NpoaTiBETal WG CUVTNPNTIKO

Eidikd uAIka nou anairouvTal aAAa dev napéyovTal

o MikpooKOMio

o AVTIKEINEVOPOPOI HIKPOOKOMIOU, KAAUNTPIdEG

e Baon xpwong/Aoxeia Coplin

e YdatolouTtpo, 37 °C

¢ MoviponoinTiko ailBavoAng (Ap. kataAdyou 2858) 80% v/v alBuAIKi) aAkoOAN

®UAAEN kal oTabepoTNTA

®UAAOOETE TO CUPNUKVWHA PUBHIOTIKOU SIAAUHATOG KITPIKAOV PWOPOPIK®YV 0TO Wuyeio (2-8 °C).
AnoppiyTe €av UNApXouV evOEi&eIg avanTugng HIKPORIwV.

DUAACOETE TO PUBUIOTIKO SIGAUNA KITPIKWV PWOPOPIK®Y OTO Yuyeio (2-8 °C). ZTabepo yia 2
£BOOPAdEC. XPNTILOMNOINGTE GPPECKO UNOMNOAAANAACIO KABE pEpa. ANoppiYTe EAV UNAPXOUV EVIEIEEIG
avanTugng pIkpoBiwv.

®uAaooeTe To 0&Ivo diGAUpa aigaTto&uAivng kal To didAupa nwaivng B oe Beppokpacia dwpatiou
(18-26 °C). Ta dlaAupara pnopolv va enavaypnoiponoinBolyv, dv GUAACCOVTAl O EPUNTIKA
oppayiopéva SoXEIa XpWOonG OE NHIPWG.

To poviponoinTikd ailBavoAng npénel va GuUAGooeTal o Beppokpacia dwpariou. GUAACCETAl EPUNTIKA
oPPAayIoPEVO Kal WG EUPAEKTO UYpO. To SIGAuKa Wnopei va enavaypnaoiygonoindei, aAAa Ba npéner va
anoppipOei av n Hovigonoinon dev gival ENAPKNG.

AN\oiwaon
AnoppiyTe TO 0&Ivo diGAUPa aigaTto&uAivng, 6Tav 0 XpOVOG Mou anaiTeital yia Tnv KaTaAAnAn xpawan
unepBaivel Ta 8 Aenta.

Mapaokeun

To puBpIoTIKO BIAAUNA KITPIKOV GWOPOPIKWV NAPACKEUAZETAl ApaI®VoVTag 1 OyKo GUHMNUKVOPATOG
PUBHIOTIKOU JIAAUHATOG KITPIKOV PWIPOPIKWV HE 9 OYKOUG VEPOU.

To 6&Ivo diaAupa aigato&uAivng, To didAupa nwaoivng B kal To HovigonoinTikd aiBavoAng eival €Toipa
yia xpnon.

MPoPUAGEEIG
AuTa Ta Bondnuata IVD npoopifovTal yia in vitro diayvwaTikn Xprion o€ nepiBAAAov KAIVIKOU
gpyaoTnpiou. Auta Ta Bondnuata IVD npoopifovTal yia enayyeAWaTtikn Xpnon povo ano
£Ee1dikeupévo npoownikod. Ta BonBripata IVD Tng Sigma-Aldrich pnopoulv va xpnaiponoioUvTar anod
£pYAcTNPIAKO NPOCWNIKG TO 0Onoio €ival eknaldeupévo va xeipiletal avBpmniva deiypaTta nou pnopei
va eivar JOAUGHATIKA, Va XPNOIHOMOIEI MIKPOOKOMIA Kal GAAOV epyacTnpiako eE0NAIOHO Kal S1aBETel
avTiAnyn TV XpWHATWV Kal onTikr 0§UTNTA yia va S1akpivel Ta Xp®HaTta Kal GAAa avTIKEIPEVA KATW
ano PIKPooKOMIo.

MNpénel va akoAouBouvTal oI GUVABEIG NPOPUAGEEIC KATA TOV XEIPICHO EPYACTNPIAKAOV
avTidpacTnpiwv. AnoppiwTe Ta andBAnTa TNpwvTag GAoUG Toug TonikoUg, NoATelakoUc,
nepipepelakols f €BVIKOUG KavovioHoUg.

Aladikaocia

SuAAoyn delypaTwv

‘'OAa Ta deiypata npénel va epouv oan enionpavon. Mpénel va xpnoigonolouvTal KATAAANAa
opyava yia Tn Afyn Kai TNV npoeToipacia deiypdaTtwv. AKOAOUBNOTE TIG 0dnYieg Xpriong Tou
KATAOKEUAOTH.

Kapia yvwoTn pébodog dokipaciag dev pnopei va npoo@épel nAnpn diaBeBaiwon OTI Ta deiyparta
aipaTog 1) 10ToU dev Ba peTadwoouv AoipwEn. Enopévwg, 6Aa Ta napaywya aipatog n Ta deiypara
10ToU Ba npénel va BewpolvTal SuvnTIKA HOAUCHATIKA.

Mnopei va xpnoigonoinBei eite TpIX0eIdIKO €iTe PAERIKO aipa. To TpixoeIdikod aipa pnopei va
HeTapepBei aneuBeiag oe pia kaBapr) avTIKEILEVOPOPO HIKPOoKoniou. To GAEBIKS aipa npenel

va npooTebei oe Eva owAnvapio nou nepiexel EDTA 1 o&aAika. TMa €ukoAid, XpnaoIHonoInaTe

1-2 orayoveg diaAlpaTtog EDTA 2% (Ap. kataAdyou 2854) ava mL aipatog (1 oTaydova = 1 mg).
MNapoAo nou Ta peiypata aipatog-EDTA €xouv avagepBei 0TI gival IKAvomnoinTIKA yia Xprion £wg

Kal 2 eBdopadeg 6Tav GuAAcoovTal o€ Wuyeio.2 Ta enixpiopaTta npénel va Nnapackeualovral evrog

24 wpwv ano aiga nou cuAAéyeral oe 0&ahikd.s ‘'OTav xpnoiponoloUvTal deiydara anod To VeoyEvvnTo,
OUVIOTATAI N APAiWON TOU AipaTog HE PUOIOAOYIKO 0pd 0,85%, KaBag TETola deiypaTa £X0UV UWNAR
nepiekTikOTNTA o€ HbF. Ta enixpiopaTa aipatog dev eival oTaBepd Kal NPENEl va EAEYXOVTAl AUECWG
HETA TNV NApAcKeun.

SNUEIWOEIG

Ia Adyoug noloTikoU eAEyX0ou, OUVIOTATAl va cupnepiAapyBaverar aipa ano évav uyin eviiika (HbA)
kal and éva veoyevvnTo ) Bpepog (HbF) oe kabe oeipa dokipaaiwv. O Barr kai Shafer® avagépouv
OTI Ol HOVIHOMOINUEVEG BETIKEG QVTIKEIHEVOPOPOI EAEYXOU and aipa opaiiou Awpou oe EDTA
pnopouv va diatnpnBolv £wg Kal 1 £Tog oToug -20 °C, o€ 0pPayIoUEVO XapToKIBWTIO. QaTO00, Ol
apvnTikoi paptupeg EDTA dev ekhouovTal NANPWG HETA ano GUAAEN yia NePIGOOTEPO and 2 PNVEG
o€ Beppokpacia —20 °C. O1 ev AOYw EPEUVNTEG MPOTEIVOUV TNV NAPACKEUN BETIKMV Kal apvnTIKOV
ENIXPIOUATWY 0TV id1a AVTIKEIMEVOPOPO, ENITUYXAVOVTAG £TCI AP Kal Ypriyopn avTifeon wg
avageopa KaTd TNV £pUNVEId TWV AVTIKEILEVOPOPWY doKIpaciag.

®ucioAoyiko Upog’

HAikia EpBpuikn aigoopaipivn (%)
Kata Tn yévvnon 50-90
< 2 €TV 0-4
> 2 ETOV 0-2

Aladikaaia

1. To puBuIOTIKO BIAAUKA KITPIKOV PWOPOPIK®OV Ba npénel va BgpuavBei oToug 37 °C oe doxeio
Coplin /) TpuBAio xpwong.

2. XpnolponoimvTag kaBapeg avTIKEINEVOPOPOUG HIKPOOKOMNIOU WE EMIGRKAvon, dnUIoUpYRoTe
AenTa enixpiopata aigatog. MapaokeuaoTe avTiKEIHEVOPOpouG EAEMXOY pe aipa BeTikd o€ HbF
(aipa op@AaAiou Awpou) Kai aipa uyioug eviAika. STEYVAOOTE OTOV AEPa yia nepinou 10 AenTa.

3. MoVIUOMOIACTE TIG AVTIKEIHEVOPOPOUG EURANTIOVTAG OE HOVILOMNOINTIKO al®avoAng yia 5 Aentd,
EenAUvVeTe KNG Pe vepO BpUONG Kal OTEYVMOTE OTOV A€pd.

4. EpBanTioTe TIg avTikeipevoopoug AOKIMASIAS kai EAEMXOY o€ npoBeppacpévo pubpioTiko
SIGAUPA KITPIK®V PWOPOPIKOV aTouG 37 °C yia 5 AenTd. AvadeUoTe peta and 1 kar 3
Aenta epBanTiong. O BaBuodg avadeuong Pnopei va noikiAAel yia va eniteuxBouv Ta nio
e€nBupNTa anoTeAéopaTa. ZenAUVETE KAAG HE ANECTAYUEVO VEPO KAl OTEYVWOOTE EVTEADG OTOV
aépa yla va ano@UyYETE TEXVOUPYRHATA XpWONG.

5. XpwHaTioTe TIG QVTIKEIHEVOPOPOUG Yia 3 AenTd o€ 0&Ivo SIaAupa aipaTto&uAivng. ZenAUvere
KAAQ TIG AVTIKEILEVOPOPOUG HE ANECTAYHEVO VEPO Kal TIVAETE TO ENINAEOV VEPOD.

6. TpaypaTonoinaTe avTixpwon TWV aVTIKEIHEVOPOPWYV yia 4 AenTd oe didAupa nwaivng B 0,1%.
ZenAUVETE KAAG PE ANECTAYHEVO VEPO Kal OTEYVWOTE OTOV A&PA.

7. TonoBeTroTe OTEYVA KAAUNTPIdA OTNV AVTIKEIMEVOPOPO KAl EEETACTE TN XPNOILOMNOIOVTAG
gupanTion og Aadi (1000X). H anouacia HbF ival epgaving anod Tnv napoucia KUTTapwv-
pavTaopara, eve n diatnpoupevn HbF kavel Ta KUTTapa va eppavifovrar He EVTOVO KOKKIVO.
Mnv anAmveTe Aad1 aneubeiag oTnv avTiKeIpeVoPOpo. (Enpeiwon: Mnopei va xpnoiponoinBei
n peyéBuvon 400X, aAAd To HeyaAUTepo Nedio NOU NPOKUNTEN PNOPEi va gival nio dUOKoAo va
HETPNOEI.)

XapakTnpioTika andédoong

H avaAoyia Twv EpUBPOKUTTAPWY MOU MNEPIEXOUV EPRPUIKN aldoo@alpivn UMopei va UnoAoyIoTel Pe
31apopoug TPOMoUG. Kata Tn PEAETN evOEiEEwWV OTO aipa TNG HNTEPAG yia KUTTAPA Mou MEPIEXOUV
HbF, o1 Oski kai Naiman? guvéoTnoav Ta €gng:

1. MéETpnon Tou GUVOAIKOU apiBpol Twv EpUBPOKUTTAPWY Ot 5 nedia kal NpoadIopIoHd TOU HETOU
apiBuou ava nedio.
2. MéETpnon Tou apiBpou Twv EVTova XPWHATIOUEVWY EPUBPOKUTTAPWY Nou nepiéxouv HbF og
nepinou 30 nedia kal NPoadIoPIoUO TOU PETOU apiBuol ava nedio.
3. YnoAoyiopd Tou NocoaToU Twv EpUBPOKUTTAPWY e HDbF pe BAan Tov ouvoAIKO apiBpud Twv
£pUBPOKUTTAPWV ava nedio.
Ta anoTeAéopaTa ava@EpovTal Pe Tn HOP@R Tou NocoaTou undpxouoag HbF.

SUpewva pe Toug Oski kal Naiman? auTr n péBodog eivar ikavr va avixveloesl akOpn Kal HOAIG
0,1 mL euBpuikoU aipaTog aTnv KUKAo®opia TnG UNTéPag.

Eav Ta napatnpoUpeva anoTeAéopaTa diapEPOUV and Ta aVAPEVOUEVA, EMIKOIVWVAOTE WE TNV TEXVIKN
ggunnpétnon Tng Sigma-Aldrich yia BonBeia.
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XapakTnpioTikG anédoong TnG avaAuong

Ta anoteAéopaTta anddoong TNG avaAuong yia Tig dedopéveg doKIKaTieg NOU MpaypaTonoinénkav o OAeG
TIG OTOXEUOWEVEG DOEG, enIBeBalwvouy TNV guaiodbnaia, TV €1I8IKOTNTA Kal TRV ENAVAANWIKNOTATA OE
nocooTo 100%.

Ap. Nepiypagn ZT10X0G EidikotnTa Euaiobnoia Eidikétnta EuaioBnoia
Ka- npoiovrog EVTOG TG eVTOGTNG METAZU TV peETASU TOV
Ta- avaAuong avaluong avaAUuoswv avaAUuoEwV
Ao-
you

Supnukveua

puBuioTikoU dla-  EpPpuikn ai-

2851 AULATOC KITPIKOV  HOOGAIpIVA 3o0ma3 3o0ma3 3ota3 30103

PWOPOPIKOV

'O&Ivo diaAupa .,
2852 QINATOEUAIVIG Mupnveg 3ora3 30ra3 3ota3 3 ota3

, : EpBpuikn
2853 AigAupa nwaoivng B aipoopaipivi 3o0ma3 3o0ta3 3o01a3 30Ta3

Mpo&130onoInoeIg Kal Kiviuvol

AvaTpEeETE 0TO AeATiO dEDONEVWV AOMAAEIag Kal OTNV EMICAKAVON NPOIOVTOG YIa OMoIEGONMOTE
EVNHEPWHEVEG MANPOPOPIEG KIVOUVWY I aOPAAEIAG.

285C, 285D:

H319 MpokaAei coBapd opOaAuiko £peBITHO.

H350 Mnopei va npokaAéoel Kapkivo.

P201 EodiaaTeiTe pe TIG €181KEG 0dnyieg nNpiv anod Tn xpnon.

P202 Mnv To XpnaoIdonoIfoeTe npiv IaBACETE Kal KATAVONOETE TIG 0dnyieg NPOPUAAgNG.
P264 MAUVETE TV eNideppida oXOAAOTIKA PETA TOV XEIPIOHO.

P280 Na qopdTe NpOOTATEUTIKA YAVTIA/MPOCTATEUTIKA evEUPATA/PETA ATOUIKAG NPOCTACIAg yia Ta
paTia/npéowno.

P280 Na qopdTe WEoa aTopIKAG NPOCTAciag yia Ta PaTia/To npoowno.

P305 + P351 + P338 ZE MNEPINTQZH EMA®HS ME TA MATIA ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO YIa
apKeTa AenTd. EAv undpxouv Gakoi enapng, apalpeoTe Toug, €av €ival EUKOAO. ZUVEXIOTE TNV
£knAuon.

P308 + P313 ZE MEPINTQZH ékBeong f mbavotnTag ékBeong: ZupBoUAeUBeiTe / ENIOKEPBEITE yIaTPO.
P337 + P313 Edv dev unoXwpei 0 0opBaApIKOG epeBIOHOG: SUPBOUAEUBEITE / ENIOKEPBEITE YIaTPO.
P405 ®uAacoeTal KAEIBWHEVO.

P501 AiGBg0n TOU NEPIEXOHEVOU/MEPIEKTN OE EYKEKPIPEVN HOVAdA BIABECNG ANOPPIMHATWY.

Edv, kata Tn dIdpKeia TG Xpriong autou Tou BondRpHaTog i WG anoTéAecpa TG
XPRAONG TOu, £€X€l CUHBEI KANoIo coBapPOd NEPIOTATIKG, NAPAKAAEIOTE va TO avapEpeTe
OTOV KATAOKEUAOTH /KAl oTov E0UCIO3O0TNHEVO AVTINPOCWNO TOU KAl OTAV £OVIKA

apxn TG x@pag oag.

Opiopoi CUHBOAWV
SUpBoAa onwg opicovtal oto EN ISO 15223-1:2021

MAnpo@opieg enikoIvoviag

a va KAveTe Jia napayyeia, eMoKePOEiTe Tov 10TOTONO pag aTn dielBuvon SigmaAldrich.com. Ma
TNV TEXVIKN €5UNNPETNON, NAPAKAAOUKE ENIOKEPBEITE TN oeAida TEXVIKNAG EUNNPETNONG GTOV I0TOTONO
pag otn dieuBbuvon SigmaAldrich.com/techservice.

IoTopikO avafewpnoswv

Avab. 4.0 2014

Avab. 5.0 2016

Avab. 6.0 2023

'EYIVE ETAQOPA OF VEO UNODEIYHA HE TNV TPEXOUOA enwvulia. MpoodlopioTnKe yia
€NnayyeAUaTIKr Xprion aTnv npoopIfOPEVnN XPRAoN Kai TiG NPoPUAGEEIG. H npoopifopevn
Xpron avabewprBnke yia euBUYPANKION HE TIG KATEUBUVTAPIEG Ypappeg IVDR. To

AeATio dedopévV aoPaleiag UAIKOU evnepwBnke oe AgATio dedopévwv aopaAeiag.
EvnuepwBnkav ol NAnpogopieg enikoivwviag. Apaipédnke n odnyia va akoAoubeital To CLSI
yia Tn cuAoyn delypatwv. Apaipédnke To EN 980 kal aAha&e oe EN ISO 15223-1:2021

yia Ta oUpBoAa. MpooTeBnkav NANPOPOPIEG ENIKOIVWVIAG Yia aveniBuunTa cuppavra.
EvnuepwBnkav ol BIBAIOYPAPIKEG ava@opeG. MPoaTEBNKE Nivakag IaTopikoU avabewpnoewy.
Mpocbrkn npoeidonoinoewy Kal KIVdUVwV. MpoaTédnkav Ta oToixeia Tou €50UcIodoTNHEVOU
avTinpoownou atnv EABetia (CH-REP).

Avab. 7.0 2025

EvnuepwOnkav ol nAnpogopieg SDS. MpooTéBnkav Ta OTOIXEIa TOU €l0aYWYEA OTNV
EABetia (CH).

u KataokeuaoTng

ApIBu0OG kaTaAdyou
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SUMPBOUAEUTEITE TIG 0dNYIEG XPONG

Ap1Bl0OG napTidag
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AnAwon ouppopewong Eupwnaikng
‘Evwong (0nwg opigeTar atnv odnyia
IVDR 2017/746)
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Hasznalati utasitas

Magzati hemoglobin készlet

285. sz. eljaras

MRRCK

q3

Rendeltetésszerii hasznalat

A magzati hemoglobin reagens a vérkenetben lévé magzati hemoglobin savas elualdssal térténd
kimutatdsara szolgald altaldnos laboratériumi hisztokémiai festék. A magzatihemoglobin-festé
reagensek ,in vitro diagnosztikai felhasznalasra” szolgalnak. Kizarélag professzionalis hasznalatra.
Ez a manualis, félkvantitativ eljaras kimutatja a magzati hemoglobint a human vérkenetmintdkban
taldlhaté eritrocitakbdl.

A fehérjeizolalds és -jellemzés technikainak fejlédése ahhoz a felfedezéshez vezetett, hogy szdmos
olyan megkiilonboztetd tulajdonsag létezik, amely lehetévé teszi a magzati és a feln6tt hemoglobin
megkllonboztetését. Ezek kdzé tartozik a magzati hemoglobin (hemoglobin F) savas eludlassal
szembeni rezisztencidja. Amikor a vérkeneteket példaul savas pufferbe meritik, a feln6ttkori
hemoglobin eludlédik az eritrocitakbdl, mig a magzati hemoglobin nem. Ha a vérkenetet igy kezelik,
majd megfestik, a hemoglobin F-et tartalmazd eritrocitak felveszik a festéket, mig azok, amelyek
csak felndttkori hemoglobint tartalmaznak, ,szellemképként” jelennek meg.

A magzati hemoglobin savas ellcidval szembeni ellendllé képessége alapjan térténd kimutatasara
szolgdld targylemezfestési technikat eredetileg Kleihauer és mtsai' javasoltak, majd Shepard és
mtsai? mddositottak. A gyartott Sigma termék tovabbi fejlesztést jelent ebben a megkozelitésben,
ahogy azt Oski és Naiman leirtak.>

Rh-inkompatibilitds esetén egyre gyakoribba valik a magzatbdl az anyai keringésbe bekeriild
vorosvértestekre adott immunreakcidk szuppresszaldsa. Az alkalmazandé, anti-Rh(D)-t tartalmazd
specifikus gamma-globulin mennyiségét a magzati-anyai vérzés stlyossaganak értékelésével
szamitjak ki.*

A leirt technika szerint a megfelelé modon széritott és rogzitett vérkeneteket 3,3-es pH-értéki
citratpufferbe meritjiik 37 °C-on. A felnéttkori hemoglobin A (HbA) kioldédik a sejtekbdl, mig a
savallé magzati hemoglobin (HbF) a sejten beliil marad, és megfestheté mikroszkdpos vizsgalathoz.

Reagensek

Citrat-foszfat puffer koncentratuma (kat. sz.: 2851)
Natrium-citrat, 0,7 mol és natrium-foszfat, 0,6 mol, tartdsitészerként hozzdadott kloroformmal

Savas hematoxilinoldat (kat. sz.: 2852)
Hematoxilin (tanusitott), 1 g/I, C.I. 75290, aluminium-ammadnium-szulfat, natrium-jodat és
stabilizdlészerek, pH: 3,3

Eozin B oldat (kat. sz.: 2853)
Eozin B, 0,1%-o0s vizes oldat, C.I. 45400. Natrium-azid (0,1%) tartdsitészerként hozzaadva

Szlikséges, de nem biztositott specidlis anyagok

e Mikroszkop

¢ Mikroszkdpos targylemezek és fedGlemezek

o Fest6allvany/kivettak

o Vizfiirdg, 37 °C

« Etanolos rogzitéoldat (kat. sz.: 2858), 80% (v/v) etil-alkohol

Térolas és stabilitas
A citrat-foszfat puffer koncentratumat hiitészekrényben (2-8 °C) kell tarolni. Ha mikrobialis
névekedés jelei tapasztalhatok, dobja ki.

A citrat-foszfat pufferoldatot hiitészekrényben (2-8 °C) kell tarolni. 2 hétig stabil. Minden nap
hasznéljon friss alikvotot. Ha mikrobialis névekedés jelei tapasztalhatok, dobja ki.

A savas hematoxilinoldatot és az eozin B oldatot szobahémérsékleten (18-26 °C) kell tarolni. Az
oldatokat Ujra fel lehet hasznalni, ha azokat szorosan lezért festéedényekben, tompitott fényben
taroljak.

Az etanolos rogzitéoldatot szobahémérsékleten kell tarolni. Szorosan lezarva, gyulékony
folyadékként tarolandd. Az oldat Ujra felhasznalhatd, de ha a hasznalatdval nem megfelel6 a
rogzités, ki kell dobni.

Bomlas

A savas hematoxilinoldatot akkor kell kidobni, ha a megfelel6 festédéshez szlikséges id6
meghaladja a 8 percet.

El6készités
A citrat-foszfat pufferoldat elkészitéséhez higitson 1 térfogatrész citrat-foszfat
pufferkoncentratumot 9 térfogatrész vizzel.

A savas hematoxilinoldat, az eozin B oldat és az etanolos régzitdoldat hasznélatra kész.

Ovintézkedések

Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkézoket klinikai laboratériumi kérnyezetben torténd

in vitro diagnosztikai felhasznaldsra szantdk. Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkézoket csak
képzett szakemberek hasznélhatjak. A Sigma-Aldrich in vitro diagnosztikai eszkozoket olyan
laboratériumi személyzet Gizemeltetheti, akik képzettek az esetlegesen fert6z6 emberi mintak
kezelésére, mikroszképok és egyéb laboratoriumi berendezések hasznélataban, valamint kellg
szinérzékeléssel és |atasélességgel rendelkeznek a szinek és egyéb targyak mikroszkdp alatt
torténé megkiilonboztetésére.

A laboratériumi reagensek kezelése soran a szokdasos 6vintézkedéseket kell kévetni. A hulladékot a
helyi, allami, tartomanyi vagy nemzeti elGirdsoknak megfeleléen kell artalmatlanitani.

Eljaras
Mintavétel

Minden mintat egyértelm(en fel kell cimkézni. A mintavételhez és a mintak elkészitéséhez
megfelelé eszkdzoket kell hasznalni. Kévesse a gyartd hasznalati utasitasat.

Egyetlen ismert vizsgalati mddszer sem nydjt teljes bizonyossagot arra nézve, hogy a vérmintak
vagy szévetek nem tovabbitanak fert6zést. Ezért minden vérkészitményt vagy szévetmintat

potencidlisan fert6zének kell tekinteni.

Kapillaris- vagy vénas vér is hasznalhatd. A kapillarisvér kozvetlenil egy tiszta mikroszképos
targylemezre is felvihetd. A vénas vérnek EDTA-t vagy oxalatot tartalmazé csébe kell keriilnie. A
kényelem érdekében a vér 1 ml-éhez hasznaljon 1-2 csepp 2%-o0s EDTA-oldatot (kat. sz.: 2854)
(1 csepp = 1 mg). A beszéamoldk szerint a vér-EDTA keverékek h(itészekrényben torténd tarolas
esetén 2 hétig megfelelen felhasznalhatdk.? Az oxalatban gydijtétt vérbdl 24 6ran belil kenetet
kell késziteni.s Ujsziilttektdl szarmazd vérmintak felhasznaldsa esetén javasolt a vér 0,85%-0s
sboldattal torténd higitasa, mivel az ilyen mintak HbF-tartalma magasabb. A vérkenetek nem
stabilak, és az elkészités utan azonnal meg kell 6ket vizsgalni.

Megjegyzések

Mindség-ellenérzési célbdl javasolt, hogy minden vizsgalatsorozatba bevegyenek egy normal felnétt
(HbA) és egy Ujszulottdl vagy csecsemétdl (HbF) szarmazoé vérmintat. Barr és Shafer® beszamoldja
alapjan az EDTA-val a koldokzsinorvérbdl készilt rogzitett pozitiv kontroll targylemezek legfeljebb

1 évig tarolhatdk -20 °C-on, lezart kartondobozban. Ugyanakkor az EDTA-negativ kontrollok

2 honapnal hosszabb ideig tartd, -20 °C-on térténd tarolds utan nem eludlédnak teljesen. A kutatok
azt javasoljék, hogy ugyanazon targylemezre készitsenek pozitiv és negativ keneteket is; igy
biztositva referenciaként egyértelmii és gyors dsszehasonlitasi lehetdséget a vizsgalt targylemezeken.

Normal tartomanyok’

Eletkor Magzati hemoglobin (%)
Szuletéskor 50-90

<2 év 0-4

>2 év 0-2

Eljaras

1. A citrat-foszfat pufferoldatot kivettaban vagy festéedényben 37 °C-ra kell melegiteni.

2. Tiszta, felcimkézett mikroszkdpos targylemezek hasznalataval készitsen vékony vérkenetet.
Készitsen KONTROLL targylemezeket HbF-pozitiv vér (koldokzsindrvér) és normal felnétt vér
felhasznalasaval. Hagyja kortlbelll 10 percig levegdn szaradni.

3. Rogzitse a targylemezeket 5 percig tart6, etanolos régzitGoldatba térténé meritéssel, majd
alaposan 6blitse le ket csapvizzel és hagyja 6ket levegdn széradni.

4. Meritse a TESZT és KONTROLL targylemezeket elémelegitett citrat-foszfat pufferoldatba
37 °C-on 5 percig. 1 és 3 perc bemerités utdn razogassa meg az edényt. A razogatas eréssége
véltoztathato a kivant eredmények elérése érdekében. Végezzen alapos 6blitést desztillalt vizzel,
és teljesen szaritsa meg a lemezeket levegdn, hogy elkeriilje a festési miitermékek képzddését.

5. Fesse a lemezeket 3 percig savas hematoxilinoldattal. Alaposan 6blitse le a targylemezeket
desztillalt vizzel, és razza le a felesleges vizet.

6. Végezze el az ellenfestést a lemezeken 4 percig 0,1%-0s eozin B oldatban. Alaposan éblitse le
desztillalt vizzel és hagyja a levegén megszaradni.

7. Helyezzen szaraz fed6lemezt a targylemezre, és vizsgalja meg olajimmerzids lencsével
(1000x). A HbF hianyat a szellemképes sejtek jelenléte mutatja, mig a megmaradt HbF-
ek miatt a sejtek élénkvordsek lesznek. Ne vigyen fel olajat kézvetlentl a targylemezre.
(Megjegyzés: 400x-0s nagyitds is hasznalhato, de az igy kapott nagyobb mezét nehezebb
megszamolni.)

Teljesitményjellemzdk
A magzati hemoglobint tartalmazé eritrociték aranya tébbféleképpen becsulheté meg. A HbF-
tartalmu sejtek anyai vérvizsgalata alapjan Oski és Naiman? ajanldsa a kovetkez6:
1. Szdmolja meg az 6sszes eritrocitat 5 mezdben, és hatarozza meg az egy mezére esé atlagos
szamot.
2. Szamolja meg az erGsen festddott, HbF-tartalmu eritrocitakat 30 mezében, és hatdrozza meg
az egy mez6re es6 atlagos szamot.
3. Szamitsa ki a HbF-tartalmu eritrocitdk szazalékos aranyat a mezénkénti eritrocitak teljes
széma alapjan.
Az eredményeket a jelen 1év6é HbF szazalékos értékeként kell jelenteni.
Oski és Naiman? szerint ezzel a modszerrel akar 0,1 ml magzati vér is kimutathaté az anyai
keringésben.
Ha a megfigyelt eredmények eltérnek a vart eredményektél, kérjik, forduljon a Sigma-Aldrich
miszaki szolgalatdhoz segitségért.

Analitikai teljesitményjellemzok

Az adott tesztek analitikai teljesitményjellemz6i az 6sszes célstruktlran vizsgalva 100%
érzékenységet, specificitast és ismételhetéséget igazoltak.

Kat. Termékleiras ceél Teszten Teszten Tesztek Tesztek
sz. beliili beliili érzé- kozotti spe- kozotti ér-
specificitas  kenység cificitas zékenység
Citrat- .
. Magzati
2851 foszfat puffer . 3/3 3/3 3/3 3/3
koncentratuma  hemoglobin
Savas i
2852 hematoxilinoldat Sejtmagok 3/3 3/3 3/3 3/3
. Magzati
2853 Eozin B oldat hemoglobin 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.

285C, 285D:

H319 Sulyos szemirritaciot okoz.
H350 Rakot okozhat.

P201 Hasznalat el6tt ismerje meg az anyagra vonatkoz6 kiilonleges utasitdsokat.



2-HU

P202 Ne hasznalja addig, amig az 8sszes biztonsagi dvintézkedést el nem olvasta és meg nem értette.
P264 A hasznalatot kdvetéen a bért alaposan meg kell mosni.

P280 Védbkesztyli/védbéruha/szemvéd6/arcvédd hasznélata kotelezd.

P280 Szemvédd/arcvédb hasznalata kételezd.

P305 + P351 + P338 SZEMBE KERULES ESETEN: tobb percig tartd dvatos 6blités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék eltavolitdsa, ha konnyen megoldhatd. Folytassa az &blitést.

P308 + P313 Expozicié vagy annak gyanuja esetén: orvosi ellatast kell kérni.
P337 + P313 Tartés szemirritacié esetén: orvosi ellatast kell kérni.
P405 Elzarva tarolando.

P501 A tartalmat/edényt engedéllyel rendelkez6 hulladékkezelé tizemben kell &rtalmatlanitani.

Ha az eszk6z hasznalata soran vagy annak hasznalata kévetkeztében
sulyos varatlan esemény tortént, kérjiik, jelentse azt a gyartonak és/vagy

meghatalmazott képvisel6jének és a helyi nemzeti hatésagnak.

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

“ Gyartd

Katalégusszam

Lasd a hasznalati utasitast

Gyartasi tétel kodja

Meghatalmazott képvisel6 az Az Eurdpai Unié megfeleléségi

()
Eurépai K6zosségben/Eurépai c E nyilatkozata (az IVDR 2017/746
il

Unidban meghatarozasa szerint)

g Lejérati détum ér;zvklgzo diagnosztikai orvostechnikai
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Navod k pouziti

Souprava pro stanoveni fetalniho
hemoglobinu

Postup C. 285

Ce MRRCK

Urcené pouziti

Cinidla pro fetalni hemoglobin jsou uréena k pouZiti jako obecné laboratorni histochemické barvivo
pro stanoveni fetalniho hemoglobinu v krevnich natérech kyselou eluci. Cinidla na barveni fetalniho
hemoglobinu jsou uréena pro ,diagnostické pouziti in vitro®. Pouze k profesionalnimu pouziti. Tento
manualni semikvantitativni postup detekuje fetalni hemoglobin v erytrocytech vzorkd stérd lidské
krve.

Pokroky v technikach izolace a charakterizace bilkovin vedly k zjisténi, Ze existuje nékolik rozliSovacich
vlastnosti, které umoznuji odlisit fetaIni od dospélého hemoglobinu. Mezi né patfi odolnost fetalniho
hemoglobinu (hemoglobin F) v{¢i kyselé eluci. Kdy? se napfiklad krevni natéry ponofi do kyselého
pufru, dospély hemoglobin se z erytrocytl eluuje, zatimco fetalni hemoglobin nikoli. Pokud jsou krevni
natéry takto oSetreny a nasledné obarveny, erytrocyty s hemoglobinem F zachyti barvivo, zatimco
erytrocyty obsahujici pouze dospély hemoglobin se budou jevit jako ,duchové".

Techniku se skli¢ky pro prokazéni fetalniho hemoglobinu z hlediska jeho odolnosti vi¢i kyselé
eluci plivodné navrhl Kleihauer a kol.! a pozd&ji upravil Shepard a kol.2 Vyrobek spole¢nosti Sigma
predstavuje dalsi vylepseni tohoto pfistupu, jak jej popsali Oski a Naiman.?

V pripadech Rh inkompatibility je stéle béznéjsi potlaCovat imunitni reakce na ¢ervené krvinky
vstupujici do krevniho obéhu matky z plodu. MnoZstvi specifického gama globulinu obsahujiciho anti
Rh(D), které ma byt podano, se vypocitad na zakladé posouzeni zavaznosti krvaceni plodu a matky.*

Podle popsané techniky se krevni natéry, které byly fadné vysuseny a fixovany, ponofi do
citratového pufru o pH 3,3 pfi teploté 37 °C. Dospély hemoglobin A (HbA) se v burikéch rozpusti,
zatimco fetalni hemoglobin (HbF), ktery je odolny vi¢i kyselindm, uvnit? bun&k zlstava a mize byt
obarven pro mikroskopické vysetreni.

Cinidla

Koncentrat citratového fosfatového pufru (kat. ¢. 2851)

Citronan sodny, 0,7 mol/l, a fosfore¢nan sodny, 0,6 mol/l, chloroform pfidany jako konzervaéni
pfisada

Roztok kyselého hematoxylinu (kat. ¢. 2852)

Hematoxylin, certifikovany, 1 g/I, C.I. 75290, siran hlinito-amonny, jodi¢nany sodné a stabilizatory,
pH 3,3

Roztok eosinu B (kat. ¢. 2853)
Eosin B, 0,1% vodny roztok, C.I. 45400. Azid sodny, 0,1%, pfidany jako konzervacni pfisada

Potfebné specidlni materidly, které nejsou soucasti dodavky
e Mikroskop

* Mikroskopicka podlozni skli¢ka a kryci skli¢ka

e Stojan na barveni / Coplinovy nadoby

e Vodni lazen, 37 °C

e Ethanolovy fixacni prostfedek (kat. ¢. 2858) 80% v/v ethylalkohol

Skladovani a stabilita

Uchovavejte koncentrat citratového fosfatového pufru v chladniéce (2-8 °C). Pokud uvidite znamky
mikrobidlniho rdstu, pufr zlikvidujte.

Uchovavejte roztok citrétového fosfatového pufru v chladniéce (2-8 °C). Stabilni po dobu 2 tydnd.
Kazdy den pouzijte Eerstvou alikvotni ¢ast. Pokud uvidite zndmky mikrobiélniho rlistu, pufr zlikvidujte.

Uchovavejte roztok kyselého hematoxylinu a roztok eosinu B pfi pokojové teploté (18-26 °C).
Roztoky mohou byt znovu pouzity, pokud jsou skladovany v tésné uzavienych nadobach na barveni
pfi tlumeném osvétleni.

Ethanolovy fixaéni prostfedek by mél byt uchovavan pfi pokojové teploté. Uchovavejte pevné
utésnéné a jako hoflavou kapalinu. Roztok miize byt znovu pouzit, ale pokud neni fixace
dostatec¢na, mél by byt zlikvidovan.

Znehodnoceni
Roztok kyselého hematoxylinu zlikvidujte, pokud doba potfebna pro vhodné zbarveni pfesahne 8 minut.

Priprava
Citratovy fosfatovy pufr se pfipravi zfedénim 1 objemu koncentratu citratového fosfatového pufru
9 objemy vody.

Roztok kyselého hematoxylinu, roztok eosinu B a ethanolovy fixacni prostiedek jsou pfipraveny k
pouziti.

Bezpecnostni opatfeni

Tyto diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro jsou urceny pro diagnostické pouZziti in vitro

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

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

PFi zachazeni s laboratornimi ¢inidly dodrzujte bézna bezpeénostni opatfeni. Odpad zlikvidujte podle
véech mistnich, regionalnich & narodnich predpist.

Postup

Odbér vzorkd

Véechny vzorky musi byt zietelné oznaceny. Pro odbér a pFipravu vzork{ je nutno pouzivat vhodné
nastroje. Dodrzujte navod vyrobce k pouZiti.

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

Lze pouzit kapilarni nebo Zilni krev. Kapilarni krev miiZze byt pfenesena p¥imo na ¢isté podlozni
skli¢ko mikroskopu. Zilni krev by méla byt pfidana do zkumavky obsahujici EDTA nebo $tavelan.
Pro pohodIné pouziti pouZijte 1-2 kapky 2% roztoku EDTA (kat. ¢. 2854) na 1 ml krve (1 kapka
= 1 mg). A¢koli bylo hla$eno, Ze smési krve a EDTA jsou vhodné pro pouziti po dobu az 2 tydn{
pfi uchovavani v chladnicce.? Natéry by mély byt pripraveny do 24 hodin z krve odebrané do
$tavelanu.s PFi pouziti vzork{ od novorozencl se doporucuje zfedit krev 0,85% fyziologickym
roztokem, protoZe tyto vzorky maji vysoky obsah HbF. Krevni natéry nejsou stabilni a musi byt
testovany ihned po pfipravé.

Poznamky

Pro Gcely kontroly kvality se doporuéuje, aby byla do kazdé série testli zahrnuta krev normalniho
dospélého (HbA) a novorozence nebo kojence (HbF). Barr a Shafer® hlasi, Ze fixni pozitivni kontrolni
sklicka z pupecnikové krve v EDTA Ize uchovavat v uzaviené kartonové krabici az 1 rok pfi teploté

-20 °C. Negativni kontroly EDTA se vsak po skladovani po dobu delsi nez 2 mésice pfi teploté -20 °C
zcela neeluuji. Tito vyzkumnici navrhuji pfipravu pozitivnich a negativnich natéri na stejném podloznim
sklicku, ¢imz se zajisti jasné a rychlé kontrasty jako reference pfi ¢teni testovacich podloznich sklicek.

Normalni rozsahy’

Vék Fetalni hemoglobin (%)
PFi narozeni 50-90
< 2 roky 0-4
> 2 roky 0-2

Postup

1. Citratovy fosfatovy pufr by mél byt zahfaty v Coplinové nadobé nebo misce na barveni na 37 °C.
2. Pomoci Cistych, oznaéem?ch mikroskopickych podloznich sklicek vytvofte tenké krevni natéry.
Pripravte KONTROLNI sklicka s pouzitim pozitivni HbF krve (pupecnikové krve) a normalni

dospélé krve. Vysuste na vzduchu po dobu pfiblizné 10 minut.

3. Zafixujte skli¢ka ponofenim do ethanolového fixacniho prostfedku na dobu 5 minut, dikladné
oplachnéte vodou z vodovodu a vysuste na vzduchu.

4. ZKUSEBNI a KONTROLNI skli¢ka ponofte do predehfatého roztoku citratového fosfatového
pufru pfi teploté 37 °C na dobu 5 minut. Po 1 a 3 minutach od ponofeni protfepejte. Mira
protfepani se mize lisit, aby bylo dosaZeno co nejlepsich vysledkd. Dikladné oplachnéte
destilovanou vodou a zcela vysuste na vzduchu, aby nedo$lo k obarveni artefaktd.

5. Barvéte skli¢ka po dobu 3 minut v roztoku kyselého hematoxylinu. Dikladné skli¢ka
oplachnéte destilovanou vodou a setfepejte prebytec¢nou vodu.

6. Kontrastné barvéte sklicka po dobu 4 minut v 0,1% roztoku eosinu B. Dlikladné& oplachnéte
destilovanou vodou a vysuste na vzduchu.

7. Polozte suché kryci skli¢ko na podlozni skli¢ko a prohlédnéte je pomoci olejové imerze (1000X).
Nepfitomnost HbF je patrna z pfitomnosti stinovych bunék - ghost cells - zatimco v pfipadé
vyskytu HbF vypadaji buriky jasné ¢ervené Nenanasejte olej pfimo na podlozni sklicko.
(Poznamka: Lze pouzit zvétSeni 400X, ale spoditat vysledné vétsi pole mize byt obtiznéjsi.)

Pracovni charakteristiky
Podil erytrocytd obsahujicich fetalni hemoglobin Ize odhadnout nékolika zplsoby. PFi studiu diikazd
bunék obsahujicich HbF v krvi matek Oski a Naiman?® doporudili nasledujici:

1. Spoditat celkovy pocet erytrocytl v 5 polich a uréit primérny pocet na jedno pole.

2. Spotitat pocet hluboce obarvenych erytrocyttl obsahujicich HbF asi ve 30 polich a ur¢it
priimérny pocet na jedno pole.

3. Vypoditat procento erytrocytl s HbF na zakladé celkového poctu erytrocyttl na jedno pole.

Vysledky jsou uvadény jako procento pfitomného HbF.
Podle Oskiho a Naimana?® je tato metoda schopna detekovat uz 0,1 ml fetéIni krve v krevnim ob&hu matky.

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

Analytické pracovni charakteristiky

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

Kat. Popis produktu Cil Specifiénost  Citlivost Specifiénost  Citlivost
é. v ramci Vv ramci mezi testy mezi testy
testu testu
Koncentrat "
vl Fetalni
2851 citratového hemoglobin 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3

fosfatového pufru
2852 Roztok kyselého

hematoxylinu Jadra 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
" Fetalni
2853  Roztok eosinu B hemoglobin 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3

Varovani a nebezpeci

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

285C, 285D:

H319 Zplsobuje vazné podrazdéni odi.

H350 Mdze zpdsobit rakovinu.

P201 Pred pouzitim si prectéte zvlastni navod.

P202 Nemanipulujte, dokud si nepfectete a neporozumite véem bezpec¢nostnim opatfenim.
P264 Po manipulaci si dikladn& omyijte pokozku.

P280 PouZivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranu oci / ochranu obliceje.
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P280 Pouzivejte ochranu o¢i/obli¢eje.

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

P308 + P313 PFi expozici nebo znepokojeni: Vyhledejte Iékafskou pomoc.
P337 + P313 Pretrvava-li podrazdéni o¢i: Vyhledejte Iékafskou pomoc.
P405 Skladujte uzamcené.

P501 Odstrarte obsah/obal a odevzdejte jej schvalenému stiedisku pro likvidaci odpadu.

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

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

“ Vyrobce

EE] Prectéte si Navod k pouziti

Katalogové cislo

Kod Sarze

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

Diagnosticky zdravotnicky

% Datum spotreby prostfedek in vitro
,}’ Teplotni limit A
o ®

Upozornéni

Datum vyroby Dovozce

Oznacuje autorizovaného zastupce
ve Svycarsku

Reference

1. Kleihauer E, Braun H, Betke K. Demonstration von fetalem Hamoglobin in den Erythrocyten
eines Blutausstrichs [Demonstration of fetal hemoglobin in erythrocytes of a blood smear]. Klin
Wochenschr. 1957 Jun 15; 35(12):637-8. German. doi: 10.1007/BF01481043. PMID: 13450287.

2. Shepard MK, Weatherall DJ, Conley CL: Semi-quantitative estimation of the distribution of fetal
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pp. 62-63.
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Kontaktni informace

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

Fgtalt hemoglobin-sett

Prosedyre nr. 285

ce MRRCK

Tiltenkt bruk

Fosterhemoglobinreagenser er beregnet pd bruk som en generell laboratoriehistokjemisk farging for
syreelueringsbestemmelse av fgtalt hemoglobin i blodutstryk. Fetalt hemoglobin-fargingsreagenser
er til «in vitro-diagnostisk bruk». Kun for profesjonell bruk. Denne manuelle, semikvantitative
prosedyren p&viser fgtalt hemoglobin i erytrocytter fra humane blodutstrykspraver.

Fremskritt innen teknikker for proteinisolering og karakterisering forte til oppdagelsen av at det er
flere kjennetegn som gjer det mulig & skjelne mellom fgtalt og voksent hemoglobin. Blant disse er
resistensen til fgtalt hemoglobin (hemoglobin F) mot syreeluering. Nar blodutstryk f.eks. nedsenkes
i syrebuffer, elueres voksent hemoglobin fra erytrocyttene, mens fgtalt hemoglobin ikke gjor det.
Hvis blodutstryk behandles p& denne maten og deretter farges, vil erytrocytter som har hemoglobin
F, ta opp fargingen, mens de som bare inneholder voksent hemoglobin, vises som «spgkelser».

Objektglassteknikken for § vise det fatale hemoglobinets resistens mot syreeluering ble opprinnelig
foreslatt av Kleihauer et al.! og senere modifisert av Shepard et al.2 Sigma som ble produsert,
representerer en ytterligere forbedring i denne tilnaermingen, som beskrevet av Oski og Naiman.?

Det blir stadig mer vanlig i tilfeller med Rh-inkompatibilitet & undertrykke immunreaksjoner pa
rgde blodlegemer som kommer inn i den maternale sirkulasjonen fra fosteret. Mengden spesifikt
gammaglobulin, som inneholder anti-Rh(D) som skal administreres, beregnes ved & vurdere
omfanget av fgtal-maternal blgdning.*

I henhold til beskrevet teknikk blir blodutstryk, som er riktig terket og fiksert, nedsenket i en
sitratbuffer med pH 3,3 ved 37 °C. Hemoglobin A hos voksne (HbA) opplgses ut av cellene, mens
fotalt hemoglobin (HbF) som er syrebestandig, forblir i cellene og kan farges for mikroskopisk
undersgkelse.

Reagenser

Sitratfosfatbufferkonsentrat (kat.nr. 2851)
Natriumsitrat, 0,7 mol/I, og natriumfosfat, 0,6 mol/l, kloroform tilsatt som konserveringsmiddel

Syreh ksylinlgsning (kat.nr. 2852)
Hematoksylin, sertifisert, 1 g/I, C.I. 75290, aluminiumammoniumsulfat, natriumjodater og
stabiliseringsmidler, pH 3,3

Eosin B-lgsning (kat.nr. 2853)
Eosin B, 0,1 %, vannholdig Igsning, C.I. 45400. Natriumazid, 0,1 %, tilsatt som konserveringsmiddel

Spesielle materialer som kreves, men som ikke medfglger

e mikroskop

e mikroskopobjektglass, dekkglass

« fargestativ/Coplin-beholdere

e vannbad, 37 °C

« etanolfiksativ (kat.nr. 2858) 80 % volum/volum etylalkohol

Oppbevaring og stabilitet

Oppbevar sitratfosfatbufferkonsentrat i kjgleskap (2-8 °C). Kast ved tegn p& mikrobiell vekst.

Oppbevar sitratfosfatbufferlgsning i kjsleskap (2-8 °C). Stabil i 2 uker. Bruk en fersk alikvot hver
dag. Kast ved tegn p& mikrobiell vekst.

Oppbevar syrehematoksylinlgsning og eosin B-lgsning i romtemperatur (18-26 °C). Lgsninger kan
brukes pa nytt hvis de oppbevares i tett lukkede fargingsbeholdere i dempet lys.

Etanolfiksativ skal oppbevares i romtemperatur. Oppbevares tett lukket og som brennbar vaeske.
Lasningen kan brukes p&°i nytt, men skal kastes ved utilstrekkelig fiksering.

Forringelse
Kast syrehematoksylinlgsningen ndr mer enn 8 minutter kreves for egnet farging.

Klargjgring

Sitratfosfatbufferigsning fremstilles ved & fortynne 1 volum sitratfosfatbufferkonsentrat med
9 volum vann.

Syrehematoksylinlgsningen, eosin B-lgsningen og etanolfiksativet er klare til bruk.

Forsiktighetsregler

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

ene er kun for profesjonell bruk av kvalifisert personell. Sigma-Aldrich-IVD-er kan betjenes av
laboratoriepersonell som er oppleert i & hdndtere humane prgver som kan vaere smittsomme, bruke
mikroskoper og annet laboratorieutstyr, og som har fargeoppfatning og synsskarphet for & skille
farger og andre elementer under et mikroskop.

Normale forsiktighetsregler for h&ndtering av laboratoriereagenser bgr folges. Avfall ma kastes i
samsvar med alle lokale, statlige, provinsielle eller nasjonale forskrifter.

Prosedyre

Prgvetaking

Alle prevene ma vaere tydelig merket. Egnede instrumenter ma brukes til § samle inn og klargjore
prgver. Fglg bruksanvisningen fra produsenten.

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.

Enten kapillzert eller vengst blod kan brukes. Kapillzerblod kan overfgres direkte til et rent
objektglass. Vengst blod skal tilsettes i et rer som inneholder EDTA eller oksalat. For enkelhets
skyld brukes 1-2 dr8per 2 % EDTA-Igsning (kat.nr. 2854) per ml blod (1 drépe = 1 mg). Selv om
blod-EDTA-blandinger er rapportert 8 vaere tilfredsstillende for bruk i opptil 2 uker i kjoleskap.?
Utstryk bgr fremstilles innen 24 timer fra blod samlet inn i oksalat.® Ved bruk av prgver fra nyfgdte
anbefales det at blodet fortynnes med 0,85 % saltvann, siden slike prgver har et hgyt innhold av
HbF. Blodutstryk er ikke stabile og m8 testes umiddelbart etter fremstilling.

Merknader

For kvalitetskontrollformal anbefales det at blod fra en normal voksen (HbA) og fra en nyfadt

eller et spedbarn (HbF) inkluderes i hver testserie. Barr og Shafer® rapporterer at fikserte positive
kontrollobjektglass fra navlestrengsblod i EDTA kan bevares i opptil 1 8r ved -20 °C, i en forseglet
pappeske. EDTA-negative kontroller kan imidlertid ikke elueres helt etter & ha veert lagret i mer
enn 2 maneder ved —20 °C. Disse forskerne foresl3r & lage positive og negative utstryk pd samme
objektglass, noe som gir raske og tydelige kontraster som referanse ved lesing av testobjektglass.

Normale omrader’

Alder Fgtalt hemoglobin (%)
Ved fgdselen 50-90

<23r 0-4

>238r 0-2

Prosedyre

1. Sitratfosfatbufferigsning skal varmes opp til 37 °C i en Coplin-beholder eller fargingsskal.

2. Bruk rene, merkede objektglass til & lage tynne blodutstryk. Fremstill KONTROLL-objektglass
ved 8 bruke positivt HbF-blod (navlestrengblod) og normalt blod fra voksne. Lufttgrk i omtrent
10 minutter.

3. Fikser objektglassene ved & senke dem ned i etanolfikseringsmiddel i 5 minutter, skylle
grundig med vann fra springen og lufttgrke.

4. Senk TEST- og KONTROLL-objektglass ned i forvarmet sitratfosfatbufferlgsning ved 37 °Ci
5 minutter. Rist etter 1 og 3 minutters nedsenking. Graden av risting kan varieres for & oppna
de mest gnskelige resultatene. Skyll grundig med destillert vann og luftterk helt for 8 unngd
fargingsartefakter.

5. Farg objektglassene i 3 minutter i syrehematoksylinlgsning. Skyll objektglassene grundig med
destillert vann og rist av overflgdig vann.

6. Kontrastfarg objektglass i 4 minutter i 0,1 % eosin B-Igsning. Skyll grundig med destillert
vann og lufttgrk.

7. Plasser tgrt dekkglass pd objektglasset og undersgk ved bruk av oljenedsenking (1000X).
Fravaeret av HbF er tydelig ved tilstedevaerelsen av spokelsesceller, mens bevart HbF fér celler
til & se knallrgde ut. P&fgr ikke olje direkte p& objektglasset. (Merk: 400X forstgrrelse kan
brukes, men det resulterende stgrre feltet kan vaere vanskeligere 8 telle.)

Ytelsesegenskaper

Andelen erytrocytter som inneholder fgtalt hemoglobin, kan estimeres pa flere mater. Nr de
undersgkte holdepunkter for HbF-holdige celler i maternalt blod, anbefalte Oski og Naiman?
fglgende:

1. Tell totalt antall erytrocytter i 5 felt og bestem gjennomsnittlig antall per felt.
2. Tell antallet dypt fargede HbF-holdige erytrocytter i omtrent 30 felt og bestem gjennomsnittlig
antall per felt.

3. Beregn prosentandelen av HbF-erytrocytter p& grunnlag av det totale antallet erytrocytter per
felt.

Resultatene rapporteres som forekomsten av HbF i prosent.

Ifglge Oski og Naiman® er denne metoden i stand til 8 oppdage s3 lite som 0,1 ml fgtalt blod i den
maternale sirkulasjonen.

Hvis observerte resultater avviker fra forventede resultater, kontakt Sigma-Aldrichs tekniske service
for & f& hjelp.

Analytiske ytelsesegenskaper

De analytiske ytelsesresultatene for de gitte testene som ble utfgrt pd alle mélstrukturer, bekrefter
100 % felsomhet, spesifisitet og repeterbarhet.

Kat. Produkt- Mal Spesifisitet Fglsomhet Spesifisitet Fglsomhet
nr. beskrivelse innen innen mellom mellom
analyse analyse analyser analyser
Sitratfosfatbuffer- Fgtalt
2851 konsentrat hemoglobin 3av3 3av3 3av3 3av3
Syrehematoksylin- :
2852 losning Kjerner 3av3 3av3 3av3 3av3
Fgtalt

2853  Eosin B-lgsning 3av3 3av3 3av3 3av3

hemoglobin

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

285C, 285D:

H319 Gir alvorlig gyeirritasjon.

H350 Kan fordrsake kreft.

P201 Innhent seerskilt instruks fgr bruk.

P202 Skal ikke h&ndteres for alle advarsler er lest og oppfattet.
P264 Vask huden grundig etter bruk.

P280 Benytt vernehansker/verneklaer/gyevern/ansiktsvern.
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P280 Benytt gyevern/ansiktsvern.

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.

P308 + P313 Ved eksponering eller mistanke om eksponering: Sgk legehjelp.
P337 + P313 Ved vedvarende gyeirritasjon: Sgk legehjelp.
P405 Oppbevares innel3st.

P501 Innhold/beholder leveres til et godkjent avfallshandteringsanlegg.

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

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

Produsent

Katalognummer

Se bruksanvisning

Batchkode

Autorisert representant i Det
europeiske fellesskap / EU

EU-samsvarserklzering (definert i
IVDR 2017/746)

Best for-dato

In vitro-diagnostisk medisinsk
utstyr

Temperaturgrense

Forsiktighetsregel

Produksjonsdato

Importgr

Angir den autoriserte
representanten i Sveits
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Kontaktinformasjon

Bestillinger kan legges inn via nettstedet vart pd SigmaAldrich.com. Besgk siden for tekniske tjenester
pd nettstedet vart pd SigmaAldrich.com/techservice for teknisk service.
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Kullanim Talimatlari

Fetal Hemoglobin Kiti

Prosedir No. 285

MRRCK

q3

Kullanim Amaci

Fetal Hemoglobin reaktifleri, kan smear'larindaki fetal hemoglobinin asit eltisyonuyla belirlenmesi
icin genel laboratuvar histokimyasal boyasi olarak kullaniimak tzere tasarlanmistir. Fetal
Hemoglobin boya reaktifleri "In Vitro Tani Amagh Kullanima" yéneliktir. Yalnizca profesyonel
kullanim igindir. Bu manuel, yan kantitatif prosedir, insan kan smear numunelerinin eritrositlerinde
fetal hemoglobini saptar.

Protein izolasyonu ve karakterizasyonuna yonelik tekniklerdeki gelismeler, fetal hemoglobini yetiskin
hemoglobininden ayirt etmeyi mimkin kilan birkag ayirt edici 6zelligin kesfedilmesine yol agmistir.
Fetal hemoglobinin (hemoglobin F) asit eliisyonuna karsi direnci de bunlar arasindadir. Ornegin

kan smear'lari asit tamponuna daldirildiginda yetiskin hemoglobini eritrositlerden ayristirilirken
fetal hemoglobin ayristirlmaz. Kan smear'lari bu sekilde islenir ve boyanirsa hemoglobin F'ye sahip
eritrositler boyay! tutarken sadece yetigkin hemoglobini icerenler "hayalet" olarak gorundr.

Asit eltisyonuna direnci agisindan fetal hemoglobinin gésterilmesine yénelik lam teknigi ilk olarak
Kleihauer ve ark.! tarafindan 6nerilmis ve daha sonra Shepard ve ark.? tarafindan degistirilmistir.
Uretilen Sigma, Oski ve Naiman? tarafindan tanimlandigi sekilde bu yaklasimda gelisme oldugunu
gostermektedir.

Rh uyusmazligi vakalarinda, fetiisten maternal dolasima giren kirmizi kan hiicrelerine karsi immun
reaksiyonlarini baskilamak giderek yayginlasmaktadir. Uygulanacak anti Rh(D) igeren spesifik gama
globulin miktari, fetal-maternal kanamanin biyGklugu degerlendirilerek hesaplanir.*

Tarif edilen teknige gore, uygun sekilde kurutulmus ve fikse edilmis kan smear'lari 37°C'de pH 3,3
sitrat tamponuna batirilir. Yetiskin hemoglobin A (HbA) hiicrelerden ¢oziintrken aside direngli olan
fetal hemoglobin (HbF) hiicre icinde kalir ve mikroskobik inceleme igin boyanabilir.

Reaktifler
Sitrat Fosfat Tampon Konsantresi (Kat. No. 2851)
Sodyum sitrat, 0,7 mol/L ve sodyum fosfat, 0,6 mol/L, koruyucu olarak kloroform eklenir

Asit Hematoksilin Cozeltisi (Kat. No. 2852)
Hematoksilin, sertifikali, 1 g/L, C.I. 75290, aliiminyum amonyum sulfat, sodyum iyodatlar ve
stabilizatorler, pH 3,3

Eosin B Cozeltisi (Kat. No. 2853)
Eosin B, %0,1, sulu gozelti, C.I. 45400. Sodyum azit, %0,1, koruyucu olarak eklenir

Saglanmayan Gerekli Ozel Malzemeler

e Mikroskop

e Mikroskop lamlari, lamelleri

e Boyama rafi/Coplin kavanozlari

e Su banyosu, 37°C

e Etanol Fiksatif (Kat. No. 2858) %80 h/h etil alkol

Saklama ve Stabilite

Sitrat Fosfat Tampon Konsantresini buzdolabinda (2-8°C) saklayin. Mikrobiyal biiyiime belirginse
atin.

Sitrat Fosfat Tampon Cozeltisini buzdolabinda (2-8°C) saklayin. 2 hafta boyunca stabildir. Her giin
yeni bir alikot kullanin. Mikrobiyal biytme belirginse atin.

Asit Hematoksilin Cozeltisi ve Eosin B Gozeltisini oda sicaklidinda (18-26°C) saklayin. Cozeltiler, los
1sikta agzi sikica kapali boyama kavanozlarinda saklanirsa yeniden kullanilabilir.

Etanol Fiksatif oda sicakliginda saklanmalidir. Agzi sikica kapali ve yanici bir sivi olarak saklayin.
Cozelti yeniden kullanilabilir ancak fiksasyon yeterli degilse atiimalidir.

Bozulma
Uygun boyama igin gereken siire 8 dakikay! gegerse Asit Hematoksilin Gozeltisini atin.

Hazirlama

Sitrat Fosfat Tampon Cozeltisi, 1 6lgl Sitrat Fosfat Tampon Konsantresini 9 6lgu su ile seyrelterek
hazirlanir.

Asit Hematoksilin Cozeltisi, Eosin B Cozeltisi ve Etanol Fiksatif kullanima hazirdir.

Onlemler

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

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

Prosediir

Numune Toplama

Tum numunelelj_net bir sekilde etiketlenmelidir. Numune almak ve hazirlamak igin uygun aletler
kullanilmahdir. Ureticinin kullanim talimatlarini izleyin.

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

Kapiler veya vendz kan kullanilabilir. Kapiler kan dogrudan temiz bir mikroskop lamina aktarilabilir.
EDTA veya oksalat igeren bir tiipe vendz kan eklenmelidir. Kolaylik agisindan her bir mL kan

icin 1-2 damla %2 EDTA Cozeltisi (Kat. No. 2854) kullanin (1 damla = 1 mg). Kan-EDTA
karigimlarinin buzdolabinda 2 haftaya kadar kullanilabilecegi bildirilmis olsa da? kanin oksalat iginde
toplanmasindan 24 saat énce smear hazirlanmalidir.> Yenidogandan alinan érnekler kullanilacaksa
bu tir 6rnekler yiksek oranda HbF icerdiginden kanin %0,85 salin ile seyreltiimesi 6nerilir. Kan
smear'lari stabil degildir ve hazirlandiktan hemen sonra test edilmelidir.

Notlar

Kalite kontrol amaciyla her bir test serisine normal bir yetiskinden (HbA) ve yeni dogmus bir
bebekten (HbF) alinan kanlarin dahil edilmesi 6nerilir. Barr ve Shafer®, EDTA'll kordon kanindan
alinan sabit pozitif kontrol lamlarinin kapali bir karton kutuda -20°C'de 1 yila kadar korunabilecegini
bildirmistir. Ancak EDTA negatif kontroller, -20°C'de 2 aydan uzun siire saklandiktan sonra tamamen
ayrismaz. Arastirmacilar, pozitif ve negatif smear'larin ayni lam lzerinde hazirlanmasini ve bdylece
test lamlarinin okunmasinda referans olarak net ve hizli kontrastlar saglanmasini nermektedir.

Normal Arahiklar’

Yas Fetal Hemoglobin (%)
Dogumda 50-90
<2 yas 0-4
>2 yas 0-2
Prosedir
1. Sitrat Fosfat Tampon Cozeltisi, bir Coplin kavanozu veya boyama kabi iginde 37°C'ye
isitilmalidir.

2. Temiz ve etiketli mikroskop lamlari kullanarak ince kan smear'lari olusturun. Pozitif HbF kani
(kordon kani) ve normal yetiskin kani kullanarak KONTROL lamlarini hazirlayin. Yaklasik 10
dakika kurumaya birakin.

3. Etanol Fiksatife 5 dakika daldirarak lamlara fiksasyon uygulayin, musluk suyuyla iyice
durulayin ve kurumaya birakin.

4. TEST ve KONTROL lamlarini 37°C'de 6nceden isitilmis Sitrat Fosfat Tampon Cozeltisinde 5
dakika boyunca bekletin. 1 ve 3 dakika boyunca daldirdiktan sonra galkalayin. Galkalama
seviyesi, arzu edilen sonuglara ulasmak igin degistirilebilir. Boyama artefaktlarini énlemek igin
distile suyla iyice durulayin ve tamamen kurumaya birakin.

5. Lamlara Asit Hematoksilin Cozeltisinde 3 dakika boyama yapin. Lamlari distile suda iyice
durulayin ve fazla suyu giderin.

6. Lamlara %0,1 Eosin B Cozeltisinde 4 dakika boyunca zit boyama yapin. Distile suda iyice
durulayin ve kurumaya birakin.

7. Lam uzerine kuru lameli yerlestirin ve yaga batirarak inceleyin (1000X). HbF'nin yoklugu,
hayalet hicrelerin varligindan anlasilirken tutulan HbF, hiicrelerin parlak kirmizi gériinmesine
neden olur. Lama dogrudan yag uygulamayin. (Not: 400X biyltme kullanilabilir ancak
ortaya gikan daha bliylk alanda sayim gergeklestirmek daha zor olabilir.)

Performans Ozellikleri

Fetal hemoglobin igeren eritrositlerin orani gesitli sekillerde tahmin edilebilir. HbF igeren hicrelerin
maternal kandaki kanitlarini incelerken Oski ve Naiman? asadidakileri tavsiye etmektedir:

1. 5 alandaki toplam eritrosit sayisini hesaplayin ve alan basina ortalama sayiyi belirleyin.
2. Yaklasik 30 alandaki yogun bir sekilde boyanmis HbF iceren eritrositleri sayin ve alan basina
ortalama sayiy belirleyin.
3. Alan basina toplam eritrosit sayisini baz alarak HbF eritrosit yiizdesini hesaplayin.
Sonuglar, mevcut HbF yiizdesi olarak rapor edilir.

Oski ve Naiman'a® gore bu yontem, maternal dolasimda 0,1 mL kadar kigiik miktarda fetal kanini
saptayabilmektedir.

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

Analitik Performans Ozellikleri

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

Kat. Uriin Tanimi Hedef Tahlil ici Tahlil Igi Tahliller Tahliller
No. Ozgiilliik Duyarhhk . Arasi Arasi
Ozgiilliik Duyarhhk

Sitrat Fosfat Fetal

2851 Tampon . 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Konsantresi Hemaglobin
Asit Hematoksilin " N ' . '
2852 Cozeltisi Cekirdekler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
. o . Fetal ' ' ' '
2853  Eosin B Gozeltisi Hemoglobin 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3

Uyarilar ve Tehlikeler

Glincellenmig herhangi bir risk, tehlike veya glvenlik bilgisi igin Glvenlik Veri Formuna ve trin
etiketine bakin.

285C, 285D:

H319 Ciddi goz tahrisine neden olur.

H350 Kansere neden olabilir.

P201 Kullanmadan &énce 6zel kullanma talimatlarini edinin.

P202 Tum gulvenlik énlemleri okunup anlagilmadan dokunmayin.

P264 Dokunduktan sonra cildinizi iyice yikayin.



2-TR
. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________]
P280 Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz koruyucu/ytiz koruyucu kullanin.
P280 Go6z koruyucu/ylz koruyucu kullanin.

P305 + P351 + P338 GOZLE TEMASI HALINDE Birkag dakika boyunca dikkatle suyla durulayin.
Varsa ve yapmasi kolaysa kontakt lensleri gikarin. Durulamaya devam edin.

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

P337 + P313 Goz tahrisinin gegmemesi halinde Tibbi yardim/mudahale alin.
P405 Kilitli halde saklayin.

P501 icerikleri/kabi, onayl bir atik bertaraf tesisine atin.

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

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

Uretici Katalog Numarasi

Kullanma Talimatina bakin LO

T

Parti Kodu

Avrupa Toplulugu'nda/Avrupa

Avrupa Birligi Uygunluk Beyani
Birligi'nde Yetkili Temsilci

(IVDR 2017/746'da tanimlanmustir)

)
m

Son Kullanma Tarihi In vitro tani amagli tibbi cihaz

Sicaklik Sinir Dikkat

&> 3

Uretim Tarihi ithalatg

[ cH [REP] isvigre'deki Yetkili Temsilciyi belirtir
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Fetaalihemoglobiinipakkaus
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Kadyttotarkoitus

Fetaalihemoglobiinireagenssit on tarkoitettu kaytettavaksi histokemiallisena vériaineena yleisessa
laboratoriokdytdsséa fetaalihemoglobiinin Kleihauer-Betken méaéarityksessa veren sivelynaytteista.
Fetaalihemoglobiinivarjaysreagenssit on tarkoitettu "in vitro -diagnostiikkaan." Vain ammattilaisten
kayttéon. Tama manuaalinen, semikvantitatiivinen menetelma tunnistaa ihmisveren
sivelyndytteiden erytrosyyteissa olevan fetaalihemoglobiinin.

Proteiinien eristys- ja karakterisointitekniikoiden edistyminen johti havaintoon, etté sikitn ja
aikuisen hemoglobiinin valilla on useita havaittavissa olevia erottavia ominaisuuksia. Yksi ndista

on fetaalihemoglobiinin resistenssi happoeluointia vastaan (Kleihauer-Betken testi). Kun veren
sivelyndytteet upotetaan esimerkiksi happopuskuriin, aikuisen hemoglobiini eluoituu erytrosyyteista
mutta fetaalihemoglobiini ei. Jos veren sivelyndytteet kasitelldan talla tavalla ja myéhemmin
varjataan, vari jaa fetaalihemoglobiinia siséltaviin erytrosyytteihin, kun taas vain aikuisen
hemoglobiinia sisaltévat erytrosyytit nakyvat varjosoluina.

Objektilasien fetaalihemoglobiinin tunnistusta happueluointiresistenssin avulla ehdottivat tekniikaksi
alun perin Kleihauer et al.! ja myohemmin edeltdvaa mukaillen Shepard et al.? Sigman tuotteet
parantavat ldhestymistapaa Oskin ja Naimanin kuvaamalla tavalla.?

Rh-veriryhmien yhteensopimattomuustapauksissa on yha yleisempaa hillitd immuunireaktioita
punasoluihin, jotka siirtyvéat sikiostd aidin verenkiertoon. Annettavaa anti-Rh(D):té& siséaltavan
spesifisen gammaglobuliinin méaéaré lasketaan arvioimalla fetomaternaalivuodon suuruus.*

Kuvatun tekniikan mukaan veren sivelyndytteet, jotka on asianmukaisesti kuivattu ja kiinnitetty,
upotetaan sitraattipuskuriin, jonka pH on 3,3 lampétilan ollessa 37 °C. Aikuisen hemoglobiini A
(HbA) liukenee pois soluista, kun taas haponkestava fetaalihemoglobiini (HbF) sdilyy solussa ja
voidaan varjata mikroskooppitutkimusta varten.

Reagenssit

Sitraattifosfaattipuskurikonsentraatti (luettelonro 2851)
Natriumsitraatti, 0,7 mol/l, ja natriumfosfaatti, 0,6 mol/l, séilontaaineeksi lisatty kloroformi

Hapan hematoksyliiniliuos (luettelonro 2852)

Hematoksyliini, sertifioitu, 1 g/l, vari-indeksi 75290, alumiiniammoniumsulfaatti, natriumjodaatit ja
stabilointiaineet, pH 3,3

Eosiini B -liuos (luettelonro 2853)
Eosiini B, 0,1 %, vesiliuos, vari-indeksi 45400. Natriumatsidi, 0,1 %, lisatty sailontaaineeksi

Tarvittavat erityismateriaalit, jotka eivat sisally pakkaukseen
e Mikroskooppi

* Objektilaseja, peitinlaseja

e Varjaysteline/Coplin-astioita

e Vesihaude, 37 °C

« Etanolifiksatiivi (luettelonro 2858), 80-prosenttinen (v/v) etyylialkoholi

Sailytys ja stabiilius

Sailyta sitraattifosfaattipuskurikonsentraatti jagkaapissa (2-8 °C). Havita, jos siind on merkkeja
mikrobikasvusta.

Sailyta sitraattifosfaattipuskuriliuos jédkaapissa (2-8 °C). Stabiili kahden viikon ajan. Kayta joka
péiva tuoretta alikvoottia. Havitd, jos siind on merkkeja mikrobikasvusta.

Sailytéd hapan hematoksyliiniliuos ja eosiini B -liuos huoneenldmmadssé (18-26 °C). Liuoksia
voidaan kayttaa uudelleen, jos niitd sailytetaan tiiviisti suljetuissa varjdysastioissa himmeéassa
valossa.

Etanolifiksatiivi on sailytettdva huoneenldmmossa. Sailyta tiiviisti suljettuna ja syttyviad nesteita
koskevien ohjeistusten mukaisesti. Liuosta voidaan kadyttéad uudelleen, mutta se on havitettava, jos
kiinnitys ei ole riittava.

Pilaantuminen

Havité hapan hematoksyliiniliuos, kun soveltuvaan véarjaykseen kuluva aika ylittdd kahdeksan
minuuttia.

Valmistelu

Sitraattifosfaattipuskuriliuos valmistetaan laimentamalla 1 tilavuusosa
sitraattifosfaattipuskurikonsentraattia 9 tilavuusosalla vetta.

Hapan hematoksyliiniliuos, eosiini B -liuos ja etanolifiksatiivi ovat kadyttovalmiita.

Varotoimet

N&ma in vitro -diagnostiset (IVD) laitteet on tarkoitettu kdytettévaksi in vitro -diagnostiikassa
kliinisessa laboratorioympéristossa. Nama IVD-laitteet on tarkoitettu vain patevan
ammattihenkiloston kayttoon. In vitro -diagnostisia Sigma-Aldrich-laitteita saa kayttaa
laboratoriohenkildstd, joka on koulutettu kasittelemaan mahdollisesti tartuntavaarallisia
ihmisper: dytteitd ja kayttamaan mikroskooppeja ja muita laboratoriotarvikkeita ja jolla on
riittdva varinako ja naontarkkuus varien ja muiden kohteiden erottamiseen mikroskoopilla.

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

Menettely

Naytteenotto

Kaikki naytteet on merkittava selkedsti. Naytteiden ottamiseen ja valmisteluun on kaytettava
sopivia valineitd. Noudata valmistajan antamia kayttdohjeita.

Millaan tunnetulla testimenetelmalld ei voida taysin taata, ettd veri- tai kudosndytteet eivat
tartuttaisi infektiota. Siksi kaikkia verijohdannaisia ja kudosnaytteita on pidettava mahdollisesti
tartuntavaarallisina.

Menettelyssa voidaan kayttda joko kapillaari- tai laskimoverta. Kapillaariveri voidaan siirtéd suoraan
puhtaaseen objektilasiin. Laskimoveri on lisattédva EDTA:ta tai oksalaattia siséltdvaan putkeen.
Ohjeena voidaan kayttaa 1-2 tippaa 2-prosenttista EDTA-liuosta (luettelonro 2854) per millilitra
verta (1 tippa = 1 mg). Vaikka veren ja EDTA:n seosten on raportoitu olevan kayttokelpoisia jopa
kahden viikon ajan jaakaapissa sailytettyina?, sivelynaytteet tulee valmistella 24 tunnin kuluessa
veren keradmisestd oksalaattiin.® Vastasyntyneiden néytteitd kaytettdessa veri on suositeltavaa
laimentaa 0,85-prosenttisella keittosuolaliuoksella, silld tallaisissa naytteissa on suuri HbF-pitoisuus.
Veren sivelyndytteet eivat ole stabiileja, ja ne on testattava valittomasti valmistelun jalkeen.

Huomautukset

Laadunvalvontaa varten suositellaan, ettd jokaiseen testisarjaan sisallytetdan normaalin aikuisen
(HbA) ja vastasyntyneen tai imevaisikdisen (HbF) verta. Barr ja Shafer® raportoivat, ettd EDTA:han
keratysta napaveresta valmistettuja kiinnitettyja positiivisia kontrolliobjektilaseja voidaan sailyttaa
enintdan yhden vuoden ajan -20 °C:ssa suljetussa pahvilaatikossa. EDTA-negatiiviset kontrollit
eivat kuitenkaan eluoidu taysin, kun niita on sailytetty yli kahden kuukauden ajan —20 °C:ssa.
Tutkimuksen tutkijat ehdottavat positiivisten ja negatiivisten sivelynédytteiden valmistamista samalle
objektilasille, jolloin saadaan selkeéat ja nopeat kontrastit viitteeksi testiobjektilasien lukemiseen.

Normaalialueet’

Ika Fetaalihemoglobiini (%)
Syntymahetkella 50-90
< 2 vuotta 0-4
> 2 vuotta 0-2

Menettely

1. Sitraattifosfaattipuskuriliuos on lammitettédva 37 °C:n lampétilaan Coplin-astiassa tai
varjaysmaljassa.

2. Tee ohuita veren sivelyndytteitd puhtaille ja merkityille objektilaseille. Valmistele
KONTROLLIobjektilasit kayttamalla positiivista HbF-verta (napaveri) ja normaalia aikuisen
verta. Anna kuivua noin 10 minuuttia.

3. Kiinnitd objektilasit upottamalla ne etanolifiksatiiviin viideksi minuutiksi, huuhtele huolellisesti
vesijohtovedelld ja anna kuivua.

4. Upota TESTI- ja KONTROLLIobjektilasit esilammitettyyn 37-asteiseen
sitraattifosfaattipuskuriliuokseen viiden minuutin ajaksi. Ravista, kun upotuksesta on mennyt
yksi minuutti, ja uudelleen kolmen minuutin kohdalla. Ravistusastetta voi vaihdella toivottujen
tulosten saavuttamiseksi. Huuhtele huolellisesti tislatulla vedelld ja anna kuivua kokonaan
varjdysartefaktien valttadmiseksi.

5. Vérjaa objektilaseja kolmen minuutin ajan happamassa hematoksyliiniliuoksessa. Huuhtele
objektilasit huolellisesti tislatulla vedelld ja ravista ylimaarainen vesi pois.

6. Vastavarjaa objektilaseja neljan minuutin ajan 0,1-prosenttisessa eosiini B -liuoksessa.
Huuhtele huolellisesti tislatulla vedella ja anna kuivua.

7. Aseta kuiva peitinlasi objektilasin paalle ja tutki 6ljyimmersion avulla (1000X). HbF:n
puuttuminen nédkyy varjosoluina, kun taas HbF:&a sisaltavat solut nakyvat kirkkaanpunaisina.
Al levita 6ljya suoraan objektilasille. (Huomautus: 400-kertaista suurennusta voidaan
kayttaa, mutta siitd seuraavaa suurempaa kenttda voi olla vaikeampi laskea.)

Suorituskykyominaisuudet

Fetaalihemoglobiinia siséltévien erytrosyyttien osuus voidaan arvioida useilla tavoilla. Tutkiessaan
aidin veressa havaittavia merkkeja HbF:&& sisaltavistad soluista Oski ja Naiman? suosittelivat
seuraavaa:

1. Laske erytrosyyttien kokonaismaéara viidessé kentéssa ja maarita keskimaardinen maara
kenttda kohden.
2. Laske voimakkaasti varjdytyneiden, HbF:&a siséltévien erytrosyyttien méaara noin 30 kentdssa
ja maarita keskimé inen maara kenttaa kohden.
3. Laske HbF:aa siséltavien erytrosyyttien prosentuaalinen osuus erytrosyyttien kenttékohtaisen
kokonaismaaran perusteella.
Tulokset raportoidaan HbF:n esiintymisen prosentuaalisena osuutena.

Oskin ja Naimanin® mukaan télld menetelmalla pystytdaan havaitsemaan jopa 0,1 ml sikién verta
aidin verenkierrossa.

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

Analyyttiset suorituskykyominaisuudet

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

Luettelo- Tuotteen Kohde Maari- Maari- Maaritysten Madritysten
nro kuvaus tyksen tyksen nen vélinen
sisdinen sisdinen spesifisyys herkkyys
spesifisyys  herkkyys
Sitraattifosfaat- ;
2851 tipuskurikon-  hetadlines 3/3 3/3 3/3 3/3
sentraatti 9
Hapan hema-
2852 ioksyliiniliuos Tumat 3/3 3/3 3/3 3/3
. . Fetaalihe-
2853 Eosiini B -liuos moglobiini 3/3 3/3 3/3 3/3

Varoitukset ja vaarat
Katso paivitetyt riski-, vaara- ja turvallisuustiedot kayttéturvallisuustiedotteesta ja tuotemerkinnéista.

285C, 285D:

H319 Arsyttaa voimakkaasti silmia.
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H350 Saattaa aiheuttaa syopaa.

P201 Lue erityisohjeet ennen kayttda.

P202 Lue varoitukset huolellisesti ennen kasittelya.

P264 Pese iho huolellisesti kasittelyn jélkeen.

P280 Kéayta suojakasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.
P280 Kéayté silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

P305 + P351 + P338 JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedelld usean
minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka huuhtomista.

P308 + P313 Altistumisen tapahduttua tai jos epaillaan altistumista: hakeudu l&adkariin.
P308 + P313 Jos silm&-arsytys jatkuu, hakeudu |&akériin.
P405 Varastoi lukitussa tilassa.

P501 Havitéa siséltd/pakkaus kaikkien paikallisten, alueellisten ja kansallisten maaraysten mukaisesti.

Jos taman laitteen kdayton aikana tai sen seurauksena ilmenee vakava vaaratilanne,
ilmoita siita valmistajalle ja/tai sen valtuutetulle edustajalle seka kansalliselle
viranomaiselle.

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

Valmistaja Luettelonumero

Katso kayttdohje Erékoodi

Valtuutettu edustaja Euroopan Vaatimustenmukaisuusvakuutus
yhteisdssa / Euroopan unionissa C E Euroopan unionin maaraysten
mukaisesti (IVDR-asetus 2017/746)

In vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu

Viimeinen kayttopaiva lagkinnallinen laite

Lampétilarajoitus Huomio

Valmistuspaiva

Osoittaa valtuutetun edustajan
Sveitsissd

Maahantuoja

Lahteet

1. Kleihauer E, Braun H, Betke K. Demonstration von fetalem Hamoglobin in den Erythrocyten
eines Blutausstrichs [Demonstration of fetal hemoglobin in erythrocytes of a blood smear]. Klin
Wochenschr. 1957 Jun 15; 35(12):637-8. German. doi: 10.1007/BF01481043. PMID: 13450287.

2. Shepard MK, Weatherall DJ, Conley CL: Semi-quantitative estimation of the distribution of fetal
hemoglobin in red cell populations. Bull Johns Hopkins Hosp. 110:293, 1962.

3. Oski FA, Naiman JL: Hematologic Problems in the Newborn, 2nd ed. Saunders, Philadelphia, 1972,
pp. 62-63.

4. Technical Manual. American Association of Blood Banks, 9th ed. Arlington (VA), 1985, pp. 320-322.

5. Clayton EM, Feldhaus WD, Phythyon JM: The demonstration of fetal erythrocytes in the presence of
adult blood cells. Am J Clin Pathol. 40:487, 1963.

6. Barr JK, Shafer JA: Preparation and storage of control slides for fetal hemoglobin determination by
acid elution. Am J Med Technol. 42:54, 1976.

7. Seiverd CE: Hematology for Medical Technologist, 4th ed. Lea & Febiger, Philadelphia, 1973,
pp 511-512

Yhteystiedot

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

Foetaal-hemoglobinekit

Procedurenr. 285

MRRCK

q3

Beoogd gebruik

Foetale-hemoglobinereagentia zijn bedoeld voor gebruik als een algemene histochemische
laboratoriumkleuring voor de zuurelutiebepaling van foetaal hemoglobine in bloedsmears.
Foetaal-hemoglobinekleuring-reagentia zijn voor 'in-vitro diagnostisch gebruik'. Uitsluitend
voor professioneel gebruik. Deze handmatige, semikwantitatieve procedure detecteert foetaal
hemoglobine in erytrocyten in humane bloedsmears.

Vooruitgang in technieken voor het isoleren en karakteriseren van eiwitten leidde tot de ontdekking
dat er verschillende onderscheidende eigenschappen zijn die het mogelijk maken om foetaal
hemoglobine van volwassen hemoglobine te onderscheiden. Eén daarvan is de weerstand van
foetaal hemoglobine (hemoglobine F) tegen zure elutie. Wanneer bloedsmears bijvoorbeeld in een
zure buffer worden ondergedompeld, wordt volwassen hemoglobine geélueerd uit de erytrocyten,
terwijl dat niet het geval is bij foetale hemoglobine. Als bloedsmears op deze manier worden
behandeld en vervolgens gekleurd, zullen erytrocyten met hemoglobine F de kleuring opnemen,
terwijl erytrocyten met alleen volwassen hemoglobine als 'geesten’ verschijnen.

De objectglaasjestechniek voor het aantonen van foetaal hemoglobine met betrekking tot de
weerstand ervan tegen zure elutie werd oorspronkelijk voorgesteld door Kleihauer e.a.,* en later
gewijzigd door Shepard e.a.? De door Sigma geproduceerde techniek vertegenwoordigt een verdere
verbetering van deze aanpak zoals beschreven door Oski en Naiman.?

Het wordt in gevallen van Rh-incompatibiliteit steeds gebruikelijker om immuunreacties tegen rode
bloedcellen die vanuit de foetus in de maternale circulatie komen, te onderdrukken. De hoeveelheid
toe te dienen specifiek gammaglobuline, die anti-Rh(D) bevat, wordt berekend door de omvang van
de foetaal-maternale bloeding te beoordelen.*

Volgens de beschreven techniek worden bloedsmears, die goed zijn gedroogd en gefixeerd,
ondergedompeld in een citraatbuffer met een pH van 3,3 bij 37 °C. Volwassen hemoglobine A
(HbA) lost op uit de cellen, terwijl foetaal hemoglobine (HbF), dat zuurbestendig is, intracellulair
blijft en gekleurd kan worden voor microscopisch onderzoek.

Reagentia
Citraat-fosfaat-bufferconcentraat (cat. nr. 2851)

Natriumcitraat, 0,7 mol/L, en natriumfosfaat, 0,6 mol/L, chloroform toegevoegd als conserveermiddel

Zure hematoxyline-oplossing (cat. nr. 2852)

Hematoxyline, gecertificeerd, 1 g/L, C.I. 75290, aluminiumammoniumsulfaat, natriumjodaten en
stabilisatoren, pH 3,3

Eosine B-oplossing (cat. nr. 2853)

Eosine B, 0,1%, waterige oplossing, C.I. 45400. Natriumazide, 0,1%, toegevoegd als conserveermiddel

Vereiste, maar niet meegeleverde speciale materialen
e Microscoop

e Microscoopglaasjes, dekglaasjes

e Kleurrek/Coplin-potten

e Waterbad, 37 °C

¢ Ethanolfixatief (cat. nr. 2858) 80% w/w ethylalcohol

Opslag en stabiliteit

Bewaar citraat-fosfaat-bufferconcentraat in de koelkast (2-8 °C). Gooi weg als er sprake is van
microbiéle groei.

Bewaar citraat-fosfaat-bufferoplossing in de koelkast (2-8 °C). Stabiel gedurende 2 weken. Gebruik
elke dag een nieuwe aliquot. Gooi weg als er sprake is van microbiéle groei.

Bewaar zure hematoxyline-oplossing en eosine B-oplossing bij kamertemperatuur (18-26 °C).
Oplossingen kunnen worden hergebruikt als ze in goed afgesloten kleuringspotjes in gedempt licht
worden bewaard.

Ethanolfixatief moet bij kamertemperatuur worden bewaard. Goed afgesloten en als ontvlambare

vloeistof bewaren. De oplossing kan worden hergebruikt, maar moet worden weggegooid als de
fixatie niet afdoende is.

Verslechtering

Gooi de zure hematoxyline-oplossing weg als de tijd die nodig is voor een geschikte kleuring langer
is dan 8 minuten.

Voorbereiding

Citraat-fosfaat-bufferoplossing wordt bereid door 1 deel citraat-fosfaat-bufferconcentraat te
verdunnen met 9 delen water.

Zure hematoxyline-oplossing, eosine B-oplossing en ethanolfixatief zijn klaar voor gebruik.

Voorzorgsmaatregelen

Deze IVD's zijn bedoeld voor in-vitro diagnostisch gebruik in een klinische laboratoriumomgeving.
Deze IVD's zijn uitsluitend bestemd voor professioneel gebruik door gekwalificeerd personeel.
IVD's van Sigma-Aldrich mogen bediend worden door laboratoriumpersoneel dat opgeleid

is om om te gaan met humane monsters die infectieus kunnen zijn, microscopen en andere
laboratoriumapparatuur te gebruiken en met voldoende kleurwaarneming en gezichtsscherpte om
kleuren en andere objecten onder een microscoop te onderscheiden.

De normale voorzorgsmaatregelen bij het hanteren van laboratoriumreagentia moeten worden
opgevolgd. Voer afval af met inachtneming van alle plaatselijke, provinciale of nationale voorschriften.

Procedure

Monsterafname

Alle monsters moeten duidelijk gelabeld zijn. Voor het afnemen en bereiden van monsters moeten
geschikte instrumenten worden gebruikt. Volg de gebruiksaanwijzing van de fabrikant.

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.

Er kan zowel capillair als veneus bloed worden gebruikt. Capillair bloed kan rechtstreeks op

een schoon microscoopglaasje worden overgebracht. Veneus bloed moet worden toegevoegd

aan een buisje met EDTA of oxalaat. Gebruik voor het gemak 1-2 druppels 2% EDTA-oplossing
(cat. nr. 2854) per mL bloed (1 druppel = 1 mg). Bloed-EDTA-mengsels kunnen in principe tot

2 weken worden gebruikt mits ze in de koelkast worden bewaard.? Smears moeten binnen 24 uur
worden bereid uit bloed dat in oxalaat is afgenomen.® Bij gebruik van monsters van pasgeborenen
wordt aanbevolen het bloed te verdunnen met 0,85% zoutoplossing, aangezien dergelijke monsters
een hoog gehalte aan HbF hebben. Bloedsmears zijn niet stabiel en moeten onmiddellijk na
bereiding getest worden.

Opmerkingen

Voor kwaliteitscontroledoeleinden wordt aanbevolen om in elke testserie bloed van een normale
volwassene (HbA) en van een pasgeborene of zuigeling (HbF) op te nemen. Barr en Shafer® melden
dat gefixeerde positieve controleglaasjes van navelstrengbloed in EDTA tot 1 jaar bewaard kunnen
worden bij =20 °C, in een afgesloten kartonnen doos. EDTA-negatieve controles elueren echter niet
volledig nadat ze langer dan 2 maanden bij —20 °C zijn opgeslagen. Deze onderzoekers stellen voor
om positieve en negatieve smears op hetzelfde glaasje te prepareren, zodat er duidelijke en snelle
contrasten ontstaan als referentie bij het aflezen van de testglaasjes.

Normale bereiken’

Leeftijd Foetaal hemoglobine (%)
Bij de geboorte 50-90
< 2 jaar 0-4
> 2 jaar 0-2
Procedure
1. Citraat-fosfaat-bufferoplossing moet worden verwarmd tot 37 °C in een Coplin-potje of
kleurschaal.

2. Maak met behulp van schone, gelabelde microscoopglaasjes dunne bloedsmears. Maak
CONTROLE-glaasjes met positief HbF-bloed (navelstrengbloed) en normaal volwassen bloed.
Laat ongeveer 10 minuten drogen aan de lucht.

3. Fixeer de objectglaasjes door ze 5 minuten onder te dompelen in ethanolfixatief, spoel ze
grondig af met kraanwater en laat ze aan de lucht drogen.

4. Dompel TEST- en CONTROLE-objectglaasjes gedurende 5 minuten onder in voorverwarmde
citraat-fosfaat-bufferoplossing bij 37 °C. Beweeg de glaasjes na 1 en 3 minuten
onderdompeling. De mate van beweging kan gevarieerd worden om de meest gewenste
resultaten te bereiken. Spoel grondig met gedestilleerd water en laat volledig aan de lucht
drogen om kleurartefacten te voorkomen.

5. Kleur de objectglaasjes 3 minuten in zure hematoxylineoplossing. Spoel de objectglaasjes
grondig af met gedestilleerd water en schud het overtollige water eraf.

6. Laat de objectglaasjes 4 minuten lang tegenkleuren in 0,1% eosine B-oplossing. Spoel grondig
met gedestilleerd water en laat aan de lucht drogen.

7. Plaats een droog dekglaasje op het glaasje en onderzoek met olie-immersie (1000X).

De afwezigheid van HbF wordt duidelijk door de aanwezigheid van geestcellen, terwijl
ingesloten HbF ervoor zorgt dat cellen helderrood worden. Breng geen olie rechtstreeks op
het objectglaasje aan. (Opmerking: de 400X-vergroting kan worden gebruikt, maar het
resulterende grotere veld kan moeilijker te tellen zijn.)

Prestatiekenmerken

Het deel erytrocyten met foetaal hemoglobine kan op verschillende manieren worden geschat. Bij
het bestuderen van maternaal bloed dat bewijs levert van HbF-bevattende cellen, adviseerden Oski
en Naiman? het volgende:

1. Tel het totale aantal erytrocyten in 5 velden en bepaal het gemiddelde aantal per veld.
2. Tel het totale aantal diep gekleurde HbF-bevattende erytrocyten in ongeveer 30 velden en
bepaal het gemiddelde aantal per veld.

3. Bereken het percentage HbF-erytrocyten op basis van het totale aantal erytrocyten per veld.
Resultaten worden gerapporteerd als het percentage aanwezig HbF.
Volgens Oski en Naiman® kan met deze methode slechts 0,1 mL foetaal bloed in de maternale
circulatie al worden gedetecteerd.
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. Productbeschrij- Doel Intra-assay Intra-assay Intel say Inter-assay
nr. ving specificiteit gevoelig- specificiteit gevoelig-
heid heid
Citraat-fos-

2851 faat-bufferconcen- Foetaal 3van3 3van3 3van3 3van3

t hemoglobine

raat

Zure-hematoxyli-

2852 ne-oplossing Kernen 3van3 3van 3 3van3 3van3
2853 Eosine B-oplossing Foetaal 3van3 3van3 3van3 3van3

hemoglobine
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Waarschuwingen en gevaren

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad en de etikettering van het product voor bijgewerkte informatie

over risico's, gevaren of veiligheid.

285C, 285D:

H319 Veroorzaakt ernstige oogirritatie.

H350 Kan kanker veroorzaken.

P201 Alvorens te gebruiken, de speciale aanwijzingen raadplegen.

P202 Pas gebruiken nadat u alle veiligheidsvoorschriften gelezen en begrepen heeft.
P264 Na het werken met dit product de huid grondig wassen.

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

P280 Draag oogbescherming/gezichtsbescherming.

P305 + P351 + P338 BIJ CONTACT MET DE OGEN Voorzichtig afspoelen met water gedurende een
aantal minuten. Contactlenzen verwijderen, indien aanwezig en indien mogelijk. Blijven spoelen.

P308 + P313 BIJ blootstelling of ongerustheid Vraag medisch advies/medische hulp.
P337 + P313 Als de oogirritatie aanhoudt Vraag medisch advies/medische hulp.
P405 Achter slot bewaren.

P501 Inhoud/verpakking afvoeren naar een erkende afvalverwerkingsinstallatie.

Als zich tijdens het gebruik van dit apparaat of als gevolg van het gebruik ervan
een ernstig incident heeft voorgedaan, meld dit dan aan de fabrikant en/of zijn

gemachtigde vertegenwoordiger en aan uw nationale autoriteit.
Symbooldefinities
Symbolen zoals gedefinieerd in EN ISO 15223-1:2021

Fabrikant Catalogusnummer

Raadpleeg de gebruiksaanwijzing Batchcode

Gemachtigd vertegenwoordiger
in de Europese Gemeenschap/
Europese Unie

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

)
m

Medisch hulpmiddel voor in-

Uiterste gebruiksdatum vitrodiagnostiek

Let op

Fabricagedatum

@[3

«
/l’ Temperatuurlimiet
1

Importeur

Geeft de geautoriseerde

E vertegenwoordiger in Zwitserland
aan

Referenties

1. Kleihauer E, Braun H, Betke K. Demonstration von fetalem Hamoglobin in den Erythrocyten

eines Blutausstrichs [Demonstration of fetal hemoglobin in erythrocytes of a blood smear]. Klin
Wochenschr. 1957 Jun 15; 35(12):637-8. German. doi: 10.1007/BF01481043. PMID: 13450287.
2. Shepard MK, Weatherall DJ, Conley CL: Semi-quantitative estimation of the distribution of fetal

hemoglobin in red cell populations. Bull Johns Hopkins Hosp. 110:293, 1962.

3. Oski FA, Naiman JL: Hematologic Problems in the Newborn, 2nd ed. Saunders, Philadelphia, 1972,
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4. Technical Manual. American Association of Blood Banks, 9th ed. Arlington (VA), 1985, pp. 320-322.
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Contactgegevens

Bezoek onze website op SigmaAldrich.com om een bestelling te plaatsen. Ga voor technische service
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Navodila za uporabo

Komplet za hemoglobin ploda
Postopek st. 285

MRRCK

q3

Predvidena uporaba

Reagenti za hemoglobin ploda so namenjeni uporabi kot splosno laboratorijsko histokemi¢no
barvilo za dolo¢anje hemoglobina ploda s kislinsko elucijo v krvnih razmazih. Reagenti za barvanje
hemoglobina ploda so namenjeni za »diagnosti¢no uporabo in vitro. Samo za strokovno uporabo.
S tem roc¢nim, semikvantitativnim postopkom se v eritrocitih vzorcev ¢loveskega krvnega razmaza
odkriva hemoglobin ploda.

Napredek v tehnikah za izolacijo in karakterizacijo beljakovin je pripeljal do odkritja, da obstaja vec
razlikovalnih lastnosti, ki omogocajo razlikovanje med hemoglobinom ploda in odraslih. Med njimi je
odpornost hemoglobina ploda (hemoglobina F) proti kislinski eluciji. Ko se na primer krvne razmaze
potopi v kisli pufer, se iz eritrocitov eluira hemoglobin odraslih, medtem ko se hemoglobin ploda ne
eluira. Ce krvne razmaze obdelamo na ta nacin in jih nato obarvamo, se eritrociti s hemoglobinom
F obarvajo, medtem ko so tisti, ki vsebujejo le hemoglobin odraslih, videti kot »sence«.

Tehniko diapozitivov za dokazovanje hemoglobina ploda glede na njegovo odpornost proti kislinski
eluciji so prvotno predlagali Kleihauer in sod.! Kasneje so jo spremenili Shepard in sod.? Izdelana
metoda Sigma predstavlja nadaljnje izboljSanje tega pristopa, ki sta ga opisala Oski in Naiman.?

V primerih nezdruzljivosti Rh se vse pogosteje uporablja zaviranje imunskih reakcij na rdece
krvnicke, ki vstopajo v materin krvni obtok iz ploda. Koli¢ina specificnega globulina gama, ki
vsebuje anti Rh(D), ki ga je treba dati, se izracuna z oceno velikosti krvavitve med plodom in
materjo.*

V skladu z opisano tehniko se krvni razmazi, ki so bili pravilno posuseni in fiksirani, potopijo v
citratni pufer s pH 3,3 pri temperaturi 37 °C. Hemoglobin A pri odraslih (HbA) se raztopi iz celic,
medtem ko hemoglobin ploda (HbF), ki je odporen proti kislinam, ostane znotraj celic in se lahko
obarva za mikroskopski pregled.

Reagenti

Koncentrat citratnega fosfatnega pufra (kat. st. 2851)

Natrijev citrat, 0,7 mol/l, in natrijev fosfat, 0,6 mol/I, kloroform je dodan kot konzervans
Kisla raztopina hematoksilina (kat. st. 2852)

Hematoksilin, certificiran, 1 g/I, C.I. 75290, aluminij-amonijev sulfat, natrijevi jodati in
stabilizatorji, pH 3,3

Raztopina eozina B (kat. st. 2853)

Eozin B, 0,1 %, vodna raztopina, C.I. 45400. Natrijev azid, 0,1%, dodan kot konzervans

Posebni materiali, ki so potrebni, vendar niso priloZeni

e Mikroskop

e Mikroskopska stekelca, krovna stekelca

e Stojalo za barvanje/kozarci Coplin

e Vodna kopel, 37 °C

o Etanolni fiksativ (kat. st. 2858) 80 vol% etilni alkohol

Shranjevanje in stabilnost

Koncentrat citratnega fosfatnega pufra hranite v hladilniku (2-8 °C). Ce obstajajo dokazi o mikrobni
rasti, ga zavrzite.

Citratno fosfatno pufrskg raztopino hranite v hladilniku (2-8 °C). Stabilno 2 tedna. Vsak dan
uporabite svez alikvot. Ce obstajajo dokazi o mikrobni rasti, ga zavrzite.

Kislo raztopino hematoksilina in raztopino eozina B hranite pri sobni temperaturi (18-26 °C).
Raztopine se lahko ponovno uporabijo, ¢e so shranjene v trdno zaprtih kozarcih za barvanje na
Sibki svetlobi.

Etanolni fiksativ je treba hraniti pri sobni temperaturi. Shranjujte trdno zaprto in kot vnetljivo
tekocino. Raztopina se lahko ponovno uporabi, vendar jo je treba zavredi, Ce fiksacija ni ustrezna.

Poslabsanje kakovosti
Kislo raztopino hematoksilina zavrzite, ¢e je Cas, potreben za ustrezno obarvanje, daljsi od 8 minut.

Priprava

Raztopino citratnega fosfatnega pufra pripravimo tako, da 1 volumen koncentrata citratnega
fosfatnega pufra razred¢imo z 9 volumni vode.

Kisla raztopina hematoksilina, raztopina eozina B in etanolni fiksativ so pripravljeni za uporabo.

Previdnostni ukrepi

Ti izdelki IVD 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 imajo sposobnost zaznavanja
barv in ostrino vida za razlikovanje barv in drugih predmetov pod mikroskopom.

Upostevati je treba obicajne previdnostne ukrepe pri ravnanju z laboratorijskimi reagenti. Odpadke
odstranite v skladu z vsemi lokalnimi, drZzavnimi, pokrajinskimi ali nacionalnimi predpisi.

Postopek

Zbiranje vzorcev

Vsi vzorci morajo biti jasno oznaceni. Za pridobivanje in pripravo vzorcev je treba uporabiti ustrezne
instrumente. Upostevajte navodila proizvajalca za uporabo.

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.

Uporabiti je mogoce kapilarno ali vensko kri. Kapilarno kri lahko prenesete neposredno na Cisto
mikroskopsko stekelce. Vensko kri je treba dodati v epruveto, ki vsebuje EDTA ali oksalat. Zaradi
priro¢nosti uporabite 1-2 kapljici 2-odstotne raztopine EDTA (kat. St. 2854) na ml krvi (1 kapljica =
1 mg). Ceprav naj bi bile mesanice krvi in EDTA primerne za uporabo do 2 tedna, ¢e so shranjene
v hladilniku.? 1z krvi, zbrane v oksalatu, je treba razmaze pripraviti v 24 urah.® Pri vzorcih
novorojenckov je priporocljivo kri razredciti z 0,85-% fiziolosko raztopino, saj imajo taki vzorci
visoko vsebnost HbF. Krvni razmazi niso stabilni in jih je treba testirati takoj po pripravi.

Opombe

Zaradi nadzora kakovosti je priporocljivo, da se v vsako serijo testov vkljuci kri normalnega
odraslega (HbA) in novorojencka ali dojencka (HbF). Barr in Shafer® porocata, da je mogoce
fiksirane pozitivne kontrolne preparate iz popkovni¢ne krvi v EDTA hraniti do 1 leta pri -20 °C v
zaprti kartonski Skatli. Vendar pa se negativne kontrole EDTA po vec kot 2-mese¢nem shranjevanju
pri temperaturi -20 °C ne eluirajo popolnoma. Ti raziskovalci predlagajo pripravo pozitivnih in
negativnih razmazov na istem stekelcu, kar omogoca jasne in hitre kontraste kot referenco pri
branju testnih stekelc.

Normalni razponi’

Starost Hemoglobin ploda (%)
Ob rojstvu 50-90
< 2 leti 0-4
> 2 leti 0-2
Postopek
1. Citratno-fosfatno pufrsko raztopino je treba segreti na 37 °C v kozarcu Coplin ali posodi za
barvanje.

2. Na distih, oznacenih mikroskopskih stekelcih naredite tanke krvne razmaze. Pripravite
KONTROLNA stekelca s pozitivho HbF krvjo (popkovniéna kri) in normalno krvjo odraslih.
Susite na zraku priblizno 10 minut.

3. Stekelca fiksirajte tako, da jih za 5 minut potopite v etanolni fiksativ, temeljito sperite z vodo
iz pipe in posusite na zraku.

4. TESTNA in KONTROLNA stekelca za 5 minut potopite v predhodno ogreto raztopino citratnega
fosfatnega pufra pri 37 °C. Po 1 in 3 minutah potopitve premesajte. Mo¢ mesanja lahko
spreminjate, da dosezete najbolj zazelene rezultate. Temeljito sperite z destilirano vodo in
popolnoma osusite na zraku, da se izognete obarvanju artefaktov.

5. Stekelca 3 minute barvajte v kisli raztopini hematoksilina. Stekelca temeljito sperite z
destilirano vodo in stresite odvecno vodo.

6. Stekelca 4 minute barvajte v 0,1-odstotni raztopini eozina B. Temeljito sperite z destilirano
vodo in osusite na zraku.

7. Na stekelce poloZite suho krovno stekelce in ga preglejte s potopitvijo v olje (1000X).
Odsotnost HbF se kaze v prisotnosti celic »senc«, medtem ko zadrzani HbF povzrodi, da so
celice videti svetlo rdece. Ne nanasajte olja neposredno na stekelce. (Opomba: Uporabite
lahko 400-kratno povecavo, vendar bo zaradi vecjega polja morda tezje Steti.)

Lastnosti delovanja

Delez eritrocitov, ki vsebujejo fetalni hemoglobin, lahko ocenimo na ve¢ nacinov. Oski in Naiman?
sta pri preucevanju materine krvi z dokazom celic, ki vsebujejo HbF, priporocila naslednje:

1. Prestejte skupno stevilo eritrocitov v 5 poljih in dolocite povpreéno Stevilo na polje.
2. Prestejte Stevilo globoko obarvanih eritrocitov, ki vsebujejo HbF, v priblizno 30 poljih in
dolocite povprecno Stevilo na polje.
3. Izracunajte odstotek eritrocitov HbF na podlagi skupnega Stevila eritrocitov na polje.
Rezultati so podani kot odstotek prisotnega HbF.

Oski in Naiman? navajata, da je s to metodo mogoce odkriti ze 0,1 ml krvi ploda v materinem
krvnem obtoku.

Ce opazeni rezultati odstopajo od pri¢akovanih, se za pomo¢ obrnite na oddelek za tehniéno pomoé
podjetja Sigma-Aldrich.

Znacdilnosti analiti¢ne uéinkovitosti

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

Kat. Opis izdelka Cilj Specific- Ob¢utlji- Specifi¢-  Obdutljivost
st. nost znot-  vost znot- nost med med testi
raj testa raj testa testi
Koncentrat "
2851 citratnega  HeMoglobin 3443 30d3 30d3 30d3
fosfatnega pufra P
Kisla raztopina
2852 hematoksilina Jedra 3o0d3 3od3 3o0d3 3od3
2853 Raztopina eozina B emoglobin 5 4 3 30d3 30d3 30d3

ploda

Opozorila in nevarnosti

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

285C + 285D:

H319 Povzroca hudo drazenje odi.
H350 Lahko povzroci raka.
P201 Pred uporabo pridobiti posebna navodila.

P202 Ne uporabljajte, dokler ne preberete in razumete vseh varnostnih ukrepov.



P264 Po uporabi temeljito umiti kozo.
P280 Nositi zas¢itne rokavice/zas¢itno obleko/zascito za oci/zascito za obraz.
P280 Nositi zaséito za oci/zascito za obraz.

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.

P308 + P313 PRI izpostavljenosti ali sumu izpostavljenosti poiscite zdravnisko pomo¢/oskrbo.
P337 + P313 Ce drazenje oéi ne preneha, poistite zdravniko pomoé/oskrbo.
P405 Hraniti zaklenjeno.

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

Ce je med uporabo te naprave ali kot posledica njene uporabe prislo do resnega
incidenta, o tem obvestite proizvajalca in/ali njegovega pooblaséenega zastopnika
ter ustrezen drzavni organ.

Definicije simbolov
Simboli, kot so opredeljeni v standardu EN ISO 15223-1:2021

Kataloska Stevilka

Proizvajalec

Natancno preberite navodila za
uporabo

Koda serije

Izjava Evropske unije o skladnosti
(opredeljena v IVDR 2017/746)

Pooblasceni zastopnik v Evropski c
skupnosti/Evropski uniji

Medicinski diagnosti¢ni pripomocek
Rok uporabe in vitro 9 prip

Pozor
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Oznatuje pooblastenega zastopnika
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Instructiuni de utilizare

Kit pentru determinarea
hemoglobinei fetale

Procedura nr. 285

MRRCK
q3

Domeniu de utilizare

Reactivii pentru determinarea hemoglobinei fetale sunt destinati utilizarii drept colorant histochimic
general de laborator pentru determinarea hemoglobinei fetale din frotiuri de sange prin elutie acida.
Reactivii de colorare pentru determinarea hemoglobinei fetale sunt pentru ,Utilizare in vederea
diagnosticdrii in vitro”. Numai pentru uz profesional. Aceastd procedura manuald semicantitativa
detecteaza hemoglobina fetald din eritrocitele frotiurilor de sdnge uman.

n urma progreselor privind tehnicile de izolare si de caracterizare a proteinelor, s-a descoperit c&
existd mai multe proprietati distinctive care fac posibild diferentierea hemoglobinei fetale de cea
adultd. Printre acestea se numara rezistenta hemoglobinei fetale (hemoglobina F) la elutia acida.
De exemplu, atunci cand frotiurile de sdnge sunt imersate in solutie tampon acidd, hemoglobina
adultd este eluatd din eritrocite, in timp ce hemoglobina fetald nu. Daca frotiurile de sange sunt
tratate in acest mod si ulterior sunt colorate, eritrocitele care contin hemoglobind F vor absorbi
colorantul, iar cele care contin doar hemoglobind adulta vor apdrea ca ,fantome”.

Tehnica tratarii lamelor pentru demonstrarea hemoglobinei fetale in ceea ce priveste rezistenta
acesteia la elutia acida a fost propusa initial de Kleihauer et al.! si ulterior modificatd de Shepard et
al.2 Produsul Sigma reprezintd o imbunatatire suplimentara a acestei abordari, conform descrierii lui
Oski si Naiman.?

in cazurile de incompatibilitate Rh, devine din ce in ce mai frecventa suprimarea reactiilor imune
fatad de globulele rosii fetale care patrund in circulatia maternd. Cantitatea de gamaglobuling
specificd, ce contine anticorpi anti-Rh(D), care trebuie administratd, se calculeaza prin evaluarea
magnitudinii hemoragiei feto-materne.*

Conform tehnicii descrise, frotiurile de sange, care au fost uscate si fixate corespunzadtor, sunt
imersate intr-o solutie tampon de citrat cu pH 3,3 la 37 °C. Hemoglobina A adulta (HbA) se dizolva
din celule, in timp ce hemoglobina fetald (HbF), care este rezistentd la acid, ramane intracelulard si
poate fi coloratd pentru examinare microscopica.

Reactivi

Concentrat de solutie tampon citrat fosfat (nr. cat. 2851)

Citrat de sodiu 0,7 mol/I si fosfat de sodiu 0,6 mol/I, cu cloroform addugat drept conservant
Solutie de hematoxilina acida (nr. cat. 2852)

Hematoxiling, certificatd, 1 g/l, C.I. 75290, sulfat de aluminiu si amoniu, iodati de sodiu si
stabilizatori, pH 3,3

Solutie de eozina B (nr. cat. 2853)
Eozind B 0,1%, solutie apoasa, C.I. 45400. Azida de sodiu 0,1%, addugata drept conservant

Sunt necesare materiale speciale, dar acestea nu sunt furnizate
e Microscop

e Lame de microscop, lamele de acoperire

e Stativ de colorare/recipiente Coplin

e Baie de ap3, 37 °C

e Agent de fixare etanol (nr. cat. 2858), alcool etilic 80% v/v

Depozitare si stabilitate

Pastrati concentratul de solutie tampon de citrat fosfat la frigider (2-8 °C). Aruncati-l daca prezinta
urme de crestere microbiand.

Pastrati solutia tampon de citrat fosfat la frigider (2-8 °C). Este stabild timp de 2 saptamani.
Utilizati cate o alicotd proaspata in fiecare zi. Aruncati-l dacd prezintd urme de crestere microbiana.

Pdstrati solutia de hematoxilind acida si solutia de eozind B la temperatura camerei (18-26 °C).
Solutiile pot fi refolosite daca sunt depozitate in recipiente de colorare inchise etans, in conditii de
lumind slabd.

Agentul de fixare etanol trebuie depozitat la temperatura camerei. Pastrati-l inchis etans si ca lichid
inflamabil. Solutia poate fi refolosita, dar trebuie aruncata daca fixarea nu este adecvata.
Deteriorare

Aruncati solutia de hematoxilind acidad cand timpul necesar pentru o colorare adecvata depdseste

8 minute.

Preparare

Solutia tampon de citrat-fosfat se prepara prin diluarea unui volum de concentrat de solutie tampon
citrat-fosfat cu 9 volume de apa.

Solutia de hematoxilind acida, solutia de eozina B si agentul de fixare etanol sunt gata de utilizare.

Precautii

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

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

Procedura

Recoltarea probelor

Toate probele trebuie sa fie etichetate clar. Trebuie utilizate instrumente adecvate pentru recoltarea
si prepararea probelor. Respectati instructiunile de utilizare furnizate de producator.

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

Se poate utiliza sdnge capilar sau venos. Sangele capilar poate fi transferat direct pe o lama de
microscop curatd. Sdngele venos trebuie addugat intr-un tub care contine EDTA sau oxalat. Pentru
comoditate, utilizati 1-2 picaturi de solutie EDTA 2% (nr. cat. 2854) per 1 ml de sange (1 picatura =
1 mg). Desi s-a raportat cd amestecurile de sange cu EDTA sunt satisfacdtoare pentru utilizare timp
de pand la 2 sdptdamani cand sunt refrigerate.? Frotiurile trebuie preparate in primele 24 de ore, din
sangele recoltat pe oxalat.’ Cand folositi probe de la nou-ndscuti, se recomanda diluarea sangelui
cu ser fiziologic 0,85%, deoarece astfel de probe au un continut ridicat de HbF. Frotiurile de séange
nu sunt stabile si trebuie testate imediat dupa preparare.

Note

in scopul asigurdrii controlului calitétii, se recomanda ca, in fiecare serie de teste, s& se includa
sange de la un adult normal (HbA1c) si sdnge de la un nou-nascut sau de la un sugar (HbF). Barr
si Shafer® raporteazd ca lamele martor pozitive fixate realizate cu sange din cordonul ombilical,
recoltat pe EDTA, pot fi conservate péna la 1 an la -20 °C, intr-o cutie de carton sigilata. Cu toate
acestea, lamele martor negative cu EDTA nu elueazd complet dupa ce sunt depozitate mai mult de
2 luni la -20 °C. Acesti cercetdtori sugereaza prepararea frotiurilor pozitive si negative pe aceeasi
lam3; astfel, se obtin contraste clare si rapide ca referintd la citirea lamelor de testare.

Intervale normale’:

Vaérsta Hemoglobina fetald (%)
La nastere 50-90

< 2 ani 0-4

> 2 ani 0-2

Procedura

1. Solutia tampon de citrat-fosfat trebuie incdlzitd la 37 °C intr-un recipient Coplin sau intr-un
vas de colorare.

2. Folosind lame de microscop curate si etichetate, realizati frotiuri de sdnge subtiri. Preparati
lamele MARTOR folosind sange cu HbF pozitiv (sdnge din cordonul ombilical) si sange normal
de adult. Uscati la aer aproximativ 10 minute.

3. Fixati lamele prin imersare in agent de fixare etanol timp de 5 minute, clatiti bine cu apa de la
robinet si uscati la aer.

4. Introduceti lamele de TEST si MARTOR, timp de 5 minute, in solutie tampon de citrat-fosfat
preincalzita la 37 °C. Agitati dupd 1 minut si dupa 3 minute de la imersare. Gradul de agitare
poate fi variat pentru a obtine cele mai elocvente rezultate. Clatiti bine cu apa distilata si
uscati complet la aer pentru a evita artefactele de colorare.

5. Colorati lamele timp de 3 minute in solutie de hematoxilind acida. Clatiti bine lamele cu apa
distilata si scuturati excesul de apa.

6. Contracolorati lamele timp de 4 minute in solutie de eozina B 0,1%. Clatiti bine cu apa
distilata si uscati la aer.

7. Asezati pe lama o lameld de acoperire uscata si examinati cu un obiectiv cu imersie in ulei
(1000X). Absenta HbF este evidentd prin prezenta celulelor fantomd, in timp ce HbF retinuta
face ca celulele sa fie de culoare rosu-aprins. Nu aplicati ulei direct pe lamd. (Nota: Se poate
utiliza puterea de marire 400X, dar cdmpul mai mare rezultat poate fi mai dificil de numarat.)

Caracteristici de performanta

Proportia de eritrocite care contin hemoglobinad fetald poate fi estimata in mai multe moduri.
Studiind dovezile privind prezenta celulelor care contin HbF in sdngele matern, Oski si Naiman? au
recomandat urmatoarele:

1. Numdrati numarul total de eritrocite din 5 cdmpuri si determinati numéarul mediu per cdmp.
2. Numadrati numdrul de eritrocite care contin HbF profund colorate din aproximativ 30 de
campuri si determinati numarul mediu per cdmp.
3. Calculati procentul de eritrocite HbF pe baza numarului total de eritrocite per camp.
Rezultatele sunt raportate ca procent de prezentd HbF.

Conform afirmatiilor lui Oski si Naiman?, aceasta metoda este capabild sa detecteze doar 0,1 ml de
sange fetal in circulatia maternd.

Daca rezultatele observate diferd de rezultatele preconizate, contactati serviciul tehnic Sigma-
Aldrich pentru asistentd.

Caracteristici de performanta analitica

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

Nr. Descrierea Tinta Specifi- Sensibi- Specifi- Sensibi-
cat. produsului citatea litatea citatea litatea
intra-test intra-test inter-test inter-test

Concentrat de Hemoglobin

2851 solutie tampon de fotald 3din 3 3din 3 3din3 3din3
citrat-fosfat
Solutie de . . " .
2852 hematoxiling acida Nuclee 3din 3 3din 3 3din3 3din3
Solutie de eozind Hemoglobina . ] . )
2853 B fetals 3din 3 3din 3 3din3 3din3

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

285C, 285D:

H319 Provoacd o iritare grava a ochilor.
H350 Poate provoca cancer.

P201 Procurati instructiuni speciale inainte de utilizare.
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P202 A nu se manipula decat dupd ce au fost citite si intelese toate méasurile de securitate.
P264 Spalati-va bine pielea dupd utilizare.

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

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

P305 + P351 + P338 IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: cl3titi cu atentie cu apa timp de mai multe
minute. Scoateti lentilele de contact, daca este cazul si daca acest lucru se poate face cu usurinta.
Continuati sa clatiti.

P308 + P313 IN CAZ DE expunere sau de posibild expunere: consultati medicul.
P337 + P313 Dacd iritarea ochilor persista: consultati medicul.
P405 A se depozita sub cheie.

P501 Aruncati continutul/recipientul intr-o instalatie aprobatd de eliminare a deseurilor.

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

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

Producator

Numér de catalog

Consultati instructiunile de utilizare

Codul lotului

Reprezentant autorizat in
Comunitatea Europeand/Uniunea
Europeand

Declaratia de conformitate pentru
Uniunea Europeana (definitd in
IVDR 2017/746)

Data limita de utilizare

Dispozitiv medical pentru diagnostic
in vitro

Limita de temperaturd

Atentie

Data fabricatiei

Importator

Indica reprezentantul autorizat in
Elvetia
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Informatii de contact

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

Komplet Fetal Hemoglobin
Postupak br. 285

MRRCK

q3

Predvidena namjena

Reagensi fetalnog hemoglobina namijenjeni su za uporabu kao opce histolosko laboratorijsko bojilo
za odredivanje fetalnog hemoglobina u razmazima krvi pomocu elucije kiseline. Reagensi bojila
fetusnog hemoglobina namijenjeni su za ,in vitro dijagnosti¢ku upotrebu®. Samo za profesionalnu
upotrebu. Ovaj ruéni, polukvantitativni postupak prepoznaje fetalni hemoglobin u eritrocitima
ljudskih razmaza krvi.

Napredak u tehnikama izolacije i karakterizacije proteina doveo je do otkri¢a da postoji nekoliko
razlikovnih svojstava koja omogucuju razlikovanje fetalnog od odraslog hemoglobina. Medu

njima je i otpornost fetalnog hemoglobina (hemoglobina F) na eluciju kiseline. Na primjer, kad se
razmaze krvi uroni u kiseli pufer, odrasli hemoglobin izluéuje se iz eritrocita, sto ne vrijedi za fetalni
hemoglobin. Ako se razmaze krvi tretira na taj nacin i naknadno oboji, eritrociti s hemoglobinom F
poprimit ¢e boju, dok se oni koji sadrze samo odrasli hemoglobin pojavljuju kao ,stanice-duhovi".

Tehniku sa stakalcima za dokazivanje fetalnog hemoglobina u smislu njegove otpornosti na eluciju
kiseline izvorno su predlozili Kleihauer i sur.,! a kasnije su je izmijenili Shepard i sur.2 Ona koju je
osmislila tvrtka Sigma predstavlja daljnje pobolj$anje pristupa kako ga opisuju Oski i Naiman.?

U slucajevima Rh nekompatibilnosti sve je ¢esce suzbijanje imunoloskih reakcija na crvene krvne
stanice koje ulaze u majcin krvotok iz fetusa. Koli¢ina specifi¢cnog gamaglobulina koji sadrzi anti
Rh(D) za primjenu izracunava se procjenom koli¢ine fetomaternalnog krvarenja.*

Prema opisanoj tehnici, razmazi krvi, koji su pravilno osuseni i fiksirani, uranjaju se u pufer citrata
uz pH od 3,3 pri 37 °C. Odrasli hemoglobin A (HbA) otapa se izvan stanica, dok fetalni hemoglobin
(HbF), koji je otporan na kiseline, ostaje unutar stanica i moze se obojiti za mikroskopski pregled.

Reagensi

Koncentrat citrat-fosfatnog pufera (kat. br. 2851)
Natrijev citrat, 0,7 mol/l i natrijev fosfat, 0,6 mol/I, kloroform dodan kao konzervans

Kisela otopina hematoksilina (kat. br. 2852)
Hematoksilin, certificiran, 1 g/I, C.I. 75290, aluminijev amonijev sulfat, natrijevi jodati i
stabilizatori, pH 3,3

Otopina eozina B (kat. br. 2853)
Vodena otopina eozina B, 0,1 % 45400. Natrijev azid, 0,1 %, dodano kao konzervans

Potrebni, ali neisporuceni posebni materijali

e Mikroskop

e Mikroskopska stakalca, pokrovi za stakalca

e Okvir za bojenje / posuda za bojenje histoloskih preparata

e Vodena kupelj, 37 °C

* Fiksativ etanola, (kat. br. 2858) etilni alkohol volumnog udjela 80 %

Pohrana i stabilnost

Koncentrat citratnog-fosfatnog pufera ¢uvajte u hladnjaku (2 - 8 °C). Odlozite u otpad ako postoje
dokazi o razvoju mikroba.

Otopinu citrat-fosfatnog pufera ¢uvajte u hladnjaku (2 - 8 °C). Stabilno dva tjedna. Svaki dan
upotrijebite svjezi alikvot. OdloZite u otpad ako postoje dokazi o razvoju mikroba.

Kiselu otopinu hematoksilina i otopinu eozina B ¢uvajte na sobnoj temperaturi (18 - 26 °C).
Otopine se mogu ponovno upotrijebiti ako se ¢uvaju u dobro zatvorenim posudama za bojenje uz
prigusenu svjetlost.

Fiksativ etanola treba se ¢uvati na sobnoj temperaturi. Cuvati dobro zatvorenim i kao zapaljivu
tekucinu. Otopina se moze upotrijebiti nekoliko puta, ali treba je odloziti u otpad u slucaju
neadekvatne fiksacije.

Kvarenje

Kiselu otopinu hematoksilina odlozite u otpad kad vrijeme potrebno za odgovarajuce bojenje
prijede 8 minuta.

Priprema

Otopina citrat-fosfatnog pufera priprema se razrjedivanjem 1 volumena koncentrata citrat-fosfatnog
koncentrata s 9 volumena vode.

Kisela otopina hematoksilina, otopina eozina B i fiksativ etanola spremni su za upotrebu.

Mjere opreza

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

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

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

Postupak

Prikupljanje uzorka

Svi uzorci moraju se jasno oznaditi. Prilikom uzimanja i pripreme uzoraka moraju se upotrebljavati
prikladni instrumenti. Slijedite upute proizvodaca za upotrebu.

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

Moze se upotrijebiti kapilarna ili venska krv. Kapilarna krv moze se prenijeti izravno na cisto
mikroskopsko stakalce. Venska krv treba se dodati u epruvetu koja sadrzi EDTA ili oksalat. Radi
prakti¢nosti upotrijebite 1 - 2 kapi 2 %-tne otopine EDTA-e (kat. br. 2854) po ml krvi (1 kap = 1
mg). Iako je uoceno da su smjese krvi i EDTA-e zadovoljavajuce za uporabu do 2 tjedna ako se
¢uvaju u hladnjaku.? Razmazi se trebaju pripremiti u roku od 24 sata iz krvi prikupljene u oksalatu.’
Pri upotrebi uzoraka novorodenceta, preporucuje se razrijediti krv s 0,85 %-tnom fiziolosSkom
otopinom jer ti uzorci imaju visok sadrzaj HbF-a. Razmazi krvi nisu stabilni i moraju se testirati
odmah nakon pripreme.

Napomene

U svrhu kontrole kvalitete preporucuje se da se u svaku seriju testova ukljuéi krv zdrave odrasle
osobe (HbA) i krv novorodenceta ili dojenceta (HbF). Barr i Shafer® navode da se fiksirana kontrolna
stakalca s pozitivnom krvi iz pupkovine mogu ¢uvati do 1 godine u EDTA-i na -20 °C u zatvorenoj
kartonskoj kutiji. Medutim, EDTA negativna kontrolna stakalca ne eluiraju u potpunosti nakon
skladistenja dulje od 2 mjeseca na -20 °C. Ispitivaci predlazu pripremu pozitivnih i negativnih
razmaza na istom stakalcu; stoga pruzaju jasne i brze kontraste kao referencu za ocitavanje
stakalaca testa.

Normalni rasponi’

Dob Fetalni hemoglobin (%)
Pri rodenju 50 - 90
< 2 godine 0-4
> 2 godine 0-2

Postupak

1. Otopinu citrat-fosfatnog pufera treba zagrijati na 37 °C u posudi za bojenje histoloskih
preparata ili posudici za bojenje.

2. Pomocu dEistih, oznacenih mikroskopskih stakalaca napravite tanke razmaze krvi. Pripremite
KONTROLNA stakalca koristeci pozitivnhu HbF krv (krv iz pupéane vrpce) i normalnu krv odrasle
osobe. Susite na zraku otprilike 10 minuta.

3. Fiksirajte stakalca uranjanjem u fiksativ etanola 5 minuta, temeljito isperite vodovodnom
vodom i osusite na zraku.

4. ISPITNA i KONTROLNA stakalca uronite u prethodno zagrijanu otopinu citrat-fosfatnog pufera
na 37 °C tijekom 5 minuta. Protresite nakon 1 i 3 minute uranjanja. Mjera tresnje moze se
mijenjati kako bi se postigli najpozeljniji rezultati. Temeljito isperite destiliranom vodom i
potpuno osusite na zraku da bi se izbjegle mrlje od artefakata.

5. Bojite stakalca 3 minute u kiseloj otopini hematoksilina. Temeljito isperite stakalca
destiliranom vodom i otresite viSak vode.

6. Kontrastirajte stakalca 4 minute u 0,1 %-tnoj otopini eozina B. Temeljito isperite u destiliranoj
vodi i osusite na zraku.

7. Stavite suhi poklopac na stakalce i pregledajte pomoc¢u uranjanja u ulje (1000X). Odsutnost
HbF-a jasna je po prisutnosti stanica-duhova, dok uz o¢uvani HbF stanice izgledaju jarko
crvene. Nemojte nanositi ulje izravno na stakalce. (Napomena: moze se koristiti uvecanje
od 400X, ali nastalo vece polje moze biti teZe za prebrojavanje.)

Znacajke performansi
Udio eritrocita koji sadrze fetalni hemoglobin moze se procijeniti na nekoliko nacina. Za ispitivanje
majcine krvi na stanice koje sadrze HbF Oski i Naiman? preporucuju sljedece:

1. Izbrojati ukupan broj eritrocita u pet polja i odrediti prosje¢an broj po polju.

2. Izbrojati broj izrazeno obojenih eritrocita koji sadrze HbF u oko 30 polja i odrediti prosje¢an

broj po polju.

3. Izracunati postotak eritrocita HbF-a na temelju ukupnog broja eritrocita po polju.
Rezultati se iskazuju kao postotak prisutnog HbF-a.
Prema Oskiju i Naimanu? ova metoda moze otkriti ¢ak 0,1 ml fetalne krvi u majéinom krvotoku.

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

Znacajke analitickih performansi

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

Kat. Opis proizvoda Cilj Specific- Osjetljivost  Specific- Osjetljivost
br. nost unutar unutar nost izme- izmedu
testa testa du testova testova
Jg51  Koncentrat citrat- Fetalni 30d3 30d3 30d3 30d 3

fosfatnog pufera  hemoglobin
2852 Kisela otopina

hematoksilina Jezgre 30d3 30d3 30d3 30d3
2853  Otopina eozina B hef:gg'lgibm 30d3 3od3 30d3 30d3

Upozorenja i opasnosti

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

285C, 285D:

H319 Uzrokuje nadrazaj oiju.

H350 Moze uzrokovati rak.

P201 Prije uporabe pribaviti posebne upute.

P202 Ne rukovati prije upoznavanja i razumijevanja sigurnosnih mjera predostroznosti.

P264 Nakon uporabe temeljito oprati koZu.
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P280 Nositi zastitne rukavice / zastitno odijelo / zastitu za o¢i / zastitu za lice.
P280 Nositi zastitu za oci/lice.

P305 + P351 + P338 AKO DOSPIJE U OCI oprezno ispirati vodom nekoliko minuta. Ukloniti
kontaktne lece ako ih nosite i ako se one lako uklanjaju. Nastaviti ispiranje.

P308 + P313 U SLUCAJU izlaganja ili zabrinutosti zatraZiti savjet/pomo¢ lije¢nika.
P337 + P313 Ako dode do ustrajne iritacije oka zatraziti savjet/pomo¢ lijecnika.
P405 Skladistiti pod klju¢em.

P501 Odlozite sadrzaj/spremnik u odobreno postrojenje za zbrinjavanje otpada.

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

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

“ Proizvoda¢

Kataloski broj

Pogledajte upute za upotrebu

Broj serije

Izjava Europske unije o sukladnosti

Ovlasteni zastupnik u Europskoj C
zajednici / Europskoj uniji

m

(definirano u IVDR 2017/746)

In vitro dijagnosti¢ki medicinski
g Rok upotrebe proizvod
Ograni¢enje temperature A Oprez
@ Datum proizvodnje @ Uvoznik

Upucuje na ovlastenog zastupnika
u Svicarskoj
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Instrukcja uzywania

Zestaw do badania hemoglobiny
ptodowej

Procedura nr 285

Ce MRRCK

Przeznaczenie

Odczynniki do oznaczania hemoglobiny ptodowej sa przeznaczone do stosowania jako ogdlna
laboratoryjna metoda barwienia histochemicznego do oznaczania hemoglobiny ptodowej w
rozmazach krwi metoda elucji kwasem. Odczynniki do barwienia hemoglobiny ptodowej sg
przeznaczone do diagnostyki in vitro. Wytacznie do uzytku profesjonalnego. Ta manualna,
potilosciowa procedura pozwala na wykrycie hemoglobiny ptodowej w erytrocytach w probkach
rozmazu krwi ludzkiej.

Postep w technice izolacji i charakterystyce biatek doprowadzit do odkrycia, ze istnieje kilka
charakterystycznych cech, ktére umozliwiajq odréznienie hemoglobiny ptodowej od hemoglobiny
dorostych. Jedna z nich jest odpornos$¢ hemoglobiny ptodowej (hemoglobiny F) na elucje kwasem.
Na przyktad, gdy rozmaz krwi zanurzy sie w buforze kwasowym, hemoglobina dorostych ulega elucji
z erytrocytéw, podczas gdy hemoglobina ptodowa nie ulega elucji. Jezeli rozmazy krwi zostang,
potraktowane w ten sposéb, a nastepnie wybarwione, erytrocyty zawierajace hemoglobine F zabarwig
sie, natomiast te zawierajace wytacznie hemoglobine dorostych pojawig sie jako ,cienie komorek”.
Technika szkietkowa stuzaca do wykazania obecnosci hemoglobiny ptodowej na podstawie jej
odpornosci na elucje kwasem zostata pierwotnie zaproponowana przez Kleihauera i in.!, a pozniej
zmodyfikowana przez Sheparda i in.? Zestaw produkowany przez firme Sigma stanowi dalsze
udoskonalenie tego podejscia, jak opisali Oski i Naiman?3.

W przypadku konfliktu serologicznego coraz czesciej dochodzi do zahamowania reakcji
immunologicznej na krwinki czerwone przedostajace sie z organizmu ptodu do krwiobiegu matki.
Ilo$¢ specyficznej gammaglobuliny zawierajacej przeciwciata anty-Rh(D), ktérg nalezy podac,
oblicza sie na podstawie oceny nasilenia krwotoku ptodowo-matczynego®.

Zgodnie z opisang technika, rozmazy krwi, ktére zostaty odpowiednio wysuszone i utrwalone,
zanurza sie w buforze cytrynianowym o pH 3,3 w temperaturze 37°C. Hemoglobina A (HbA)
dorostych rozpuszcza sie w komdrkach, podczas gdy hemoglobina ptodowa (HbF), ktdra jest
odporna na kwasy, pozostaje wewnatrz komorek i moze zosta¢ wybarwiona na potrzeby badania
mikroskopowego.

Odczynniki

Koncentrat buforu cytrynianowo-fosforanowego (nr kat. 2851)
Cytrynian sodu 0,7 mol/I i fosforan sodu 0,6 mol/l, chloroform dodany jako $rodek konserwujacy

Kwasowy roztwér hematoksyliny (nr kat. 2852)
Hematoksylina, certyfikowana, 1 g/I, C.I. 75290, siarczan glinowo-amonowy, jodan sodu i
stabilizatory, pH 3,3

Roztwor eozyny B (nr kat. 2853)
Eozyna B, 0,1%, roztwo6r wodny, C.I. 45400. Azydek sodu 0,1% dodany jako $rodek konserwujacy

Specjalne wymagane materiaty niedotaczone do zestawu
¢ Mikroskop

e Szkietka mikroskopowe, szkietka nakrywkowe

e Statyw do barwienia / stoiki Coplina

e taznia wodna, 37°C

e Utrwalacz etanolowy (nr kat. 2858) 80% obj./obj. alkoholu etylowego

Przechowywanie i stabilno$¢

Koncentrat buforu cytrynianowo-fosforanowego nalezy przechowywac¢ w lodéwce (2-8°C). W razie
stwierdzenia obecnosci drobnoustrojéow nalezy go wyrzucic.

Roztwor buforu cytrynianowo-fosforanowego nalezy przechowywaé w lodéwce (2-8°C). Roztwor
zachowuje stabilnos$¢ przez 2 tygodnie. Codziennie nalezy uzywac $wiezej porcji. W razie
stwierdzenia obecnosci drobnoustrojow nalezy go wyrzucic.

Kwasowy roztwdr hematoksyliny i roztwor eozyny B nalezy przechowywaé w temperaturze
pokojowej (18-26°C). Roztworéw mozna uzy¢ ponownie, jezeli przechowuje sie je w szczelnie
zamknietych stoikach w warunkach stabego oswietlenia.

Utrwalacz etanolowy nalezy przechowywacé w temperaturze pokojowej. Przechowywaé w szczelnie
zamknietym opakowaniu jako tatwopalng ciecz. Roztworu mozna uzy¢ ponownie, ale nalezy go
wyrzuci¢, jesli utrwalenie okaze sie niewystarczajace.

Pogorszenie jakosci

Kwasowy roztwér hematoksyliny nalezy wyrzuci¢, jesli czas potrzebny do uzyskania odpowiedniego
wybarwienia przekroczy 8 minut.

Przygotowanie

Roztwor buforu cytrynianowo-fosforanowego przygotowuje sie poprzez rozcienczenie 1 objetosci
koncentratu buforu cytrynianowo-fosforanowego w 9 objetosciach wody.

Kwasowy roztwdr hematoksyliny, roztwor eozyny B i utrwalacz etanolowy sg gotowe do uzycia.

Srodki ostroznoéci

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

i innego sprzetu laboratoryjnego, a takze personel posiadajacy zdolno$¢ do rozrézniania kolordw i
ostro$¢ wzroku niezbedna do rozpoznawania barw i innych obiektéw pod mikroskopem.

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

Procedura

Pobieranie prébek

Wszystkie probki muszg by¢ wyraznie oznaczone. Do pobierania i przygotowywania prébek nalezy
uzywac odpowiednich przyrzaddw. Przestrzegac instrukcji obstugi wydanej przez producenta.

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

Mozna uzy¢ krwi wiosniczkowej lub zylnej. Krew wiosniczkowa mozna przenie$¢ bezposrednio

na czyste szkietko mikroskopowe. Krew zylna nalezy pobrac¢ do probdwki zawierajacej EDTA lub
szczawian. Dla wygody nalezy stosowac 1-2 krople 2% roztworu EDTA (nr kat. 2854) na ml krwi
(1 kropla = 1 mg). Chociaz donoszono, ze mieszaniny krwi i EDTA nadaja sie do stosowania w
przypadku przechowywania do 2 tygodni w lodéwce?, rozmazy nalezy wykona¢ w ciggu

24 godzin od pobrania krwi na szczawian®. W przypadku prébek pobranych od noworodkéw zaleca
sie rozcienczenie krwi 0,85% roztworem soli fizjologicznej, poniewaz takie prébki maja wysoka
zawartos¢ HbF. Rozmazy krwi nie sg stabilne i nalezy je zbadac natychmiast po przygotowaniu.

Uwagi

W celach kontroli jakoéci zaleca sie, aby w kazdej serii testéw uwzglednia¢ krew pobrang od
zdrowej osoby dorostej (HbA) oraz od noworodka lub niemowlecia (HbF). Barr i Shafer® donosza,
ze utrwalone dodatnie preparaty kontrolne z krwi pepowinowej pobranej na EDTA mozna
przechowywac do 1 roku w temperaturze —20°C, w szczelnie zamknietym pudetku tekturowym.
Niemniej kontrole ujemne z EDTA nie ulegajq catkowitej elucji po przechowywaniu przez ponad
2 miesigce w temperaturze —20°C. Badacze sugerujq zatem przygotowanie rozmazéw dodatnich
i ujemnych na tym samym szkietku, zapewniajac w ten sposob wyrazne i szybkie kontrasty jako
punkt odniesienia przy interpretacji szkietek testowych.

Zakresy normy’

Wiek Hemoglobina ptodowa (%)
Przy narodzinach 50-90
< 2 lata 0-4
> 2 lata 0-2

Procedura

1. Roztwdr buforu cytrynianowo-fosforanowego nalezy podgrzac do temperatury 37°C w stoiku
Coplina lub naczyniu do barwienia.

2. Uzywajac czystych, opisanych szkietek mikroskopowych, nalezy wykonac cienkie rozmazy
krwi. Przygotowac preparaty KONTROLNE, uzywajac krwi HbF-dodatniej (krew pepowinowa) i
prawidtowej krwi osoby dorostej. Suszy¢ na powietrzu przez mniej wiecej 10 minut.

3. Utrwali¢ szkietka poprzez zanurzenie ich w utrwalaczu etanolowym na 5 minut, doktadnie
sptuka¢ woda wodociggowa i wysuszy¢ na powietrzu.

4. Zanurzy¢ szkietka TESTOWE i KONTROLNE w podgrzanym roztworze buforu cytrynianowo-
fosforanowego w temperaturze 37°C na 5 minut. Wymieszac po 1 i 3 minutach od zanurzenia.
Aby osiagna¢ najbardziej pozadane rezultaty, mozna zmienia¢ intensywnos¢ mieszania.
Doktadnie sptuka¢ wodg destylowang i catkowicie wysuszy¢ na powietrzu, aby uniknaé
powstania artefaktéw podczas barwienia.

5. Wykona¢ barwienie szkietek przez 3 minuty w kwasowym roztworze hematoksyliny. Doktadnie
sptukac szkietka wodg destylowanaq i strzasna¢ jej nadmiar.

6. Wykona¢ kontrastowe barwienie szkietek w 0,1% roztworze eozyny B przez 4 minuty.
Doktadnie sptuka¢ wodg destylowang i wysuszy¢ na powietrzu.

7. Na szkietko podstawowe natozy¢ suche szkietko nakrywkowe i zbada¢ po natozeniu oleju
immersyjnego (1000X). Brak HbF objawia sie obecnoscig cieni komérek, natomiast obecno$é¢
zatrzymanej HbF sprawia, ze komorki przybierajg jasnoczerwony kolor. Nie nanosi¢ oleju
bezposrednio na szkietko. (Uwaga: mozna zastosowa¢ powiekszenie 400X, ale wigksze pole
widzenia moze utrudnia¢ zliczanie).

Parametry uzytkowe
Odsetek erytrocytéw zawierajacych hemoglobine ptodowa mozna oszacowac na kilka sposobdw.
Podczas badania krwi matek pod katem obecnosci komoérek zawierajacych HbF Oski i Naiman?
zalecili nastepujace dziatania:
1. Zliczy¢ catkowita liczbe erytrocytow w 5 polach i okresli¢ $rednig liczbe na pole.
2. Zliczy¢ liczbe gteboko wybarwionych erytrocytow zawierajacych HbF w okoto 30 polach i
okresli¢ srednig liczbe na pole.
3. Obliczy¢ procentowa zawartos¢ erytrocytow HbF na podstawie catkowitej liczby erytrocytow
na pole.
Wyniki podano jako odsetek obecnych HbF.
Wedtug Oskiego i Naimana® metoda ta pozwala wykry¢ obecnos¢ krwi ptodowej w krazeniu matki na
poziomie zaledwie 0,1 ml.
Jesli uzyskane wyniki réznig sie od oczekiwanych, nalezy skontaktowac sie z serwisem technicznym
firmy Sigma-Aldrich w celu uzyskania pomocy.

Charakterystyka wydajnosci analitycznej

Badania w zakresie wydajnosci analitycznej danych testdw przeprowadzone wzgledem wszystkich
struktur docelowych potwierdzaja 100-procentowq czuto$¢, swoistos¢ i powtarzalnosé.

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

Koncentrat buforu Hemoglobina

2851 cytrynianowo- 3z3 3z3 3z3 3z3
fosforanowego ptodowa
Kwasowy roztwoér Jadra
2852 hematoksyliny komdrkowe 323 323 323 323
2853 Roztwdr eozyny B Hemoglobina 3z3 3z3 3z3 3z3

ptodowa
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Ostrzezenia i zagrozenia

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

285C, 285D:

H319 Dziata draznigco na oczy.

H350 Moze powodowac raka.

P201 Przed uzyciem zapoznac sie ze specjalnymi srodkami ostroznosci.

P202 Nie uzywa¢ przed zapoznaniem sie i zrozumieniem wszystkich érodkéw bezpieczenstwa.
P264 Doktadnie umy¢ skoére po uzyciu.

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

P280 Stosowac ochrone oczu/ochrone twarzy.

P305 + P351 + P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ woda przez kilka
minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna je tatwo usunaé. Wyjaé soczewki kontaktowe,

jezeli sg i mozna je fatwo usunaé. Nadal ptukac.

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

P337 + P313 W przypadku utrzymywania sie dziatania draznigcego na oczy: zasiegna¢ porady/
zgtosic sie pod opieke lekarza.

P405 Przechowywaé pod zamknieciem.

P501 Zawartos$é/pojemnik usuwac do zatwierdzonego zakfadu utylizacji odpadow.

Jesli podczas lub w wyniku stosowania tego wyrobu dojdzie do powaznego
incydentu, prosimy o zgtoszenie go do producenta i/lub jego autoryzowanego
przedstawiciela oraz wtasciwych organéw krajowych.

Definicje symboli
Symbole sg zgodne z definicjami pochodzacymi z normy EN ISO 15223-1:2021

Producent Numer katalogowy

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia Kod partii

Autoryzowany przedstawiciel we
Wspolnocie Europejskiej / na
terenie Unii Europejskiej

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

Wyréb medyczny do diagnostyki

Termin przydatnosci do uzycia in vitro

Zakres dopuszczalnych temperatur Przestroga

Data produkcji Importer

Wskazuje autoryzowanego
przedstawiciela w Szwajcarii

Literatura

1. Kleihauer E, Braun H, Betke K. Demonstration von fetalem Hamoglobin in den Erythrocyten
eines Blutausstrichs [Demonstration of fetal hemoglobin in erythrocytes of a blood smear]. Klin
Wochenschr. 1957 Jun 15; 35(12):637-8. German. doi: 10.1007/BF01481043. PMID: 13450287.

2. Shepard MK, Weatherall DJ, Conley CL: Semi-quantitative estimation of the distribution of fetal
hemoglobin in red cell populations. Bull Johns Hopkins Hosp. 110:293, 1962.

3. Oski FA, Naiman JL: Hematologic Problems in the Newborn, 2nd ed. Saunders, Philadelphia, 1972,
pp. 62-63.

4. Technical Manual. American Association of Blood Banks, 9th ed. Arlington (VA), 1985, pp. 320-322.

5. Clayton EM, Feldhaus WD, Phythyon JM: The demonstration of fetal erythrocytes in the presence of
adult blood cells. Am ] Clin Pathol. 40:487, 1963.

6. Barr JK, Shafer JA: Preparation and storage of control slides for fetal hemoglobin determination by
acid elution. Am J Med Technol. 42:54, 1976.

7. Seiverd CE: Hematology for Medical Technologist, 4th ed. Lea & Febiger, Philadelphia, 1973, pp
511-512

Dane kontaktowe

Zamowienia mozna skfadac za posrednictwem naszej strony internetowej: SigmaAldrich.com. Pomoc
serwisu technicznego mozna uzyskac za posrednictwem karty serwisowej w obrebie naszej strony
internetowej: SigmaAldrich.com/techservice.

Poprzednie wersje
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Wer. 5.0 2016

Wer. 6.0 2023

Przeniesiono do nowego szablonu z aktualnymi oznaczeniami marki. Uwzgledniono
informacje o tym, ze wyréb jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego w
czesciach ,Przeznaczenie” i ,Srodki ostroznosci”. Wprowadzono stosowne poprawki

w czesci ,Przeznaczenie” w celu uwzglednienia wytycznych IVDR. Zaktualizowano
nazwe ,Karty charakterystyki substancji niebezpiecznej” na ,Karcie charakterystyki
substancji”. Zaktualizowano dane kontaktowe. Usunieto instrukcje dotyczaca
pobierania probek zgodnie z wytycznymi CLSI. Usunieto norme EN 980 i zmieniono
na EN ISO 15223-1:2021 w czesci ,Symbole”. Dodano dane kontaktowe na potrzeby
zgtaszania zdarzen niepozadanych. Zaktualizowano literature. Dodano tabele z historig,
zmian. Dodano czes¢ , Ostrzezenia i zagrozenia”. Dodano informacje o przedstawicielu
w Szwajcarii.

Wer. 7.0 2025

Zaktualizowano informacje dotyczace karty charakterystyki substancji. Dodano
informacje o importerze w Szwajcarii.
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MHcTpyKkumm 3a ynotpeba

KomnnekT 3a ¢peTaneH
XeMornobuH

Mpouenypa N° 285

MRRCK

q3

MpepHasHauyeHune

PeareHTuTe 3a deTaneH xeMornobuH ca npegHasHayeHun 3a ynotpeba kaTto 06wy nabopatopeH
XUCTOXUMUYEH OLBETUTEN 3a ONpeaesisiHe Ha d)eTanEH XeMornobuH 4Ype3 KMCENUHHO enyupaHe

B KPbBHU HAaTPUBKMU. PeareHTuTe Ha ouBeTUTENs Ha dJeTaﬂeH XeMornobuH ca npeaHasHadeHu

3a ,in vitro anarHocTnyHa ynotpeba". Camo 3a npodecnmoHanHa ynotpeba. Tasun pbyHa
noNyKoNiMyecTBeHa npoueaypa oTkpusa detaneH XxeMornobuH B epuTpoLmMTH Ha YoBeLLIKM obpasum
OT KPbBHW HAaTPUBKMU.

HamnpeabKkbT B TEXHUKWTE 3a U30/IMPaHe W XxapakTepusnpaHe Ha NpoTeunHu foBeae [0 OTKPUTUETO,
Ye 1Ma HSIKO/IKO OT/IMYMTENHU CBOICTBA, KOWUTO MPaBSAT Bb3MOXHO pa3rpaHuyaBaHeTo Ha deTanHus
XeMOr/I06MH OT TO3M Npyu Bb3pacTHU. Cpef TSIX € Pe3UCTEHTHOCTTa Ha (eTanHus XeMornobuH
(xeMornobuH F) kbM KMCENMHHO enynpaHe. KoraTo Hanpumep KpbBHWUTE HaTPUBKK CE€ NOTONAT B
KkucenuHen 6ydep, XeMornobuHbT Npy Bb3PacTHU Ce eflyupa OT epuUTPoLMTUTE, J0KaTO (eTanHuaT
XeMOrTI061H He ce enlyupa. AKO KpbBHWUTE HaTPUBKM Ce 06paboTST MO TO3M HauMH U BrOCIEACTBUE
ce OLBETSAT, epUTPOLIUTUTE, CbAbPXKALLM XeMOr06uH F, Lie noeMaT oLBeTsABaHETO, A4OKaTO Te3n,
Cb/ibpXaLly CaMo XeMOrSI06MH NpyW Bb3PacTHU, Ce NosBABAT KaTo ,daHToMn".

TexHuKaTa C NpeaMeTHU CTbK/1a 3a AeMOHCTpUPaHe Ha deTaneH XeMornobuH No oTHoLeHNe Ha
HeroBaTa yCTOMYMBOCT Ha KUCEIMHHO enynpaHe mbpBOHaYanHo e npeanoxexa ot Kleihauer et al.!
1 NO-KbCHO e Moauduumpara ot Shepard et al.2 NMonyyeHata Sigma npeAcTaBnsBa No-HaTaTbLIHO
noao6peHne Ha TO3M MOAXOA, KakTo e onucaHo ot Oski n Naiman.?

B cnyyan Ha Rh HECbBMECTUMOCT BCe MO-4ecTo Ce MOTUCKaT MMYHHWUTE peakLnn KbM YepBeHnTe
KPBBHU KJIETKYW, BNM3aLLM B MalYMHOTO KpbBOOGpalleHe oT nnoaa. KonmuectsoTo crneunduyeH
rama-rnobynuH, cbabpxaly aHtu-Rh(D), koeTo TpsibBa Aa ce NPUNoXU, Ce U3UNUCASBA Ype3 OLeHKa
Ha cTeneHTa Ha eTanHo-MalunHNA KpbBOU3NUB.*

CbrnacHo onucaHaTta TexHuka KPbBHU HAaTPUBKK, KOUTO Ca NPaBUIHO U3CYLUEHU U d)VIKCl/IpaHVI, ce
notansT B uutpateH 6ydep c pH 3,3 npu 37°C. XemornobuH A npu Bb3pactHu (HbA) ce pa3Tteaps
W3BbH KNIETKUTE, A0KATO PeTanHUsAT xeMornobuH (HbF), KOITO e KMCEeNMHHOYCTOMYMB, ocTaBa
BbTPEK/IETLYHO U MOXe Aa Ob/e OLBETEH 3a MMKPOCKONCKO U3C/eABaHe.

Pearentun

KoHueHTpaT Ha uuTpat-docdarteH 6ycdep (kat. N2 2851)
Hatpues untpart, 0,7 mol/L, v HaTpueB docdaT, 0,6 mol/L, Ao6aBeH xn10podopM KaTo KOHCEPBAHT

KucenmMHeH xeMaTOKCUIUH pa3TBop (kaTt. N2 2852)
XemaTtokecunuH, ceptuduumnpat, 1 g/L, C.I. 75290, anymnuHmes amoHnes cyndat, HaTpuesu inoaatn
n crabunusatopu, pH 3,3

Pa3TBop Ha eo3uH B (kaT. N? 2853)
Eo3uH B, 0,1%, BoaeH pastsop, C.I. 45400. Hatpues a3ung, 0,1%, nobaBeH KaTo KOHCEpBaHT

H606X0,CI,I/IMVI cneunanHu MaTtepuanum, KOUTo He Ca OCUTrypeHu
¢ Mukpockon

®  MWUKPOCKOMNCKW MpeAMETHMN CTbK/1a, MOKPUBHU CTbKNa

e Crolika 3a ouBeTsaBaHe/6ypkaHu Ha KoniuH

e BogHa BaHa, 37°C

e EtaHonos ¢ukcatop (kaT. N2 2858) 80% v/v eTU0B ankoxon

CbxpaHeHue un ctabunHoct

CbxpaHsBaiiTe KOHUEHTpaTa Ha uutpaTt-pochaTtHusa bydep B xnaannHuk (2 - 8°C). MsxsbpneTe,
aKo MMa Aoka3aTesicTea 3a MUKpPO6eH pacTex.

CbxpaHsBaiiTe pa3Ttsopa Ha uutpat-pochaTtHusa 6ydep B xnaannuuk (2 - 8°C). CrabuneH ao
2 ceamunumn. MN3nonssaiiTe NpsicHa anMKBOTHA YacCT BCEKMW AeH. MI3xBbprieTe, ako uMa AokasaTencrea
3a MUKpPOBeH pacTex.

CbxpaHsiBaiiTe KNCENINHHUS XeMaTOKCU/IMH Pa3TBOp M pa3TBOpa Ha eo3nH B npu craitHa
TemnepaTtypa (18 - 26°C). Pa3TBOpWTE MOXE Aa Ce M3MoN3BaT NOBTOPHO, aKo Ce CbXpaHsBaT B
MBTHO 3aTBOPEHM BypKaHK 3a OLBETsIBaHe Ha NpUryLieHa CBeTnHa.

ETaHonoBusT ukcaTtop TpsibBa Aa Ce CbXpaHsiBa Ha CTaiiHa TeMnepaTypa. CbxpaHsBaiite nibTHO
3aTBOPEH 1 KaTo 3ananuMa TEYHOCT. PasTBOPBT MOXE Aa Ce M3Mon3Ba NOBTOPHO, HO TPsi6Ba Aa ce
U3XBbPAK, ako PuUKcaumsaTa He e NoAxXoAsLa.

BnowasaHe Ha Ka4yecTBOTO

M3bipn&Te KNCENUHHUS XEMaTOKCUIINH pas3TBOp, KOraTto BPEMETO, Heo6Xx0AMMO 3a NoAXOAALWO
ouBeTaBaHe, HaABULWN 8 MUHYTU.

MoaroTtoBka

Pa3TBOpPBT Ha unTpaT-docdaTteH bydep ce NpuUroTssa Upes paspexaaHe Ha 1 06eM KOHUeHTpaT Ha
uutpaT-docdateH 6ydep c 9 obema Boaa.

KWUCENMHHUAT XeMaTOKCUNVMH pa3TBOp, pa3TBOPBT Ha €03MH B 1 eTaHONOBUSAT hUKcaTop ca roToBu
3a ynoTpeba.

MpennasHn mepku

Te3wn IVD ca npeaHa3HayeHu 3a in vitro anarHoctuyHa ynotpeba B knnMHWYHa nabopaTopHa cpeaa.

Te3wn IVD ca camo 3a npocecvoHanHa ynotpeba ot kBanuduumpaH nepcoran. C IVD Ha Sigma-
Aldrich moxe aa pa6oTu nabopaTopeH nepcoHasn, KoiTo e obyyeH Aa 60paBu C NOTEHUMASTHO
MHMEKLMO3HM YoBeLLKK 06pasLm, Aa 13non3Ba MUKPOCKOMNM 1 Apyro nabopaTtopHo o6opyABaHe u
1Ma LBETOBO Bb3MpuUsiTUE U 3pUTE/IHa OCTPOTa, 3a a pas/inyasa LiBETOBETE W Apyru 06eKTH noj
MUKPOCKON.

Mpw 6opaBeHe c nabopaTopHu peareHT TpsibBa Aa ce cnassaT obuyaiHWTe NpeanasHu MepKu.
Vi3xBBbpAsiiiTe 0TNagbLMTe, KaTo Cna3BaTe BCUYKW MECTHU, AbPXaBHU, JIOKAHN WK HaLMOHaHM
pasnopenbm.

Mpoueaypa

B3vmMaHe Ha npoba

Bcuuku npobu Tpsi6Ba Aa 0603HauYaT SICHO MOCPEACTBOM ETUKETU. 3a B3EMaHETO U MOAroTOBKaTa Ha
npo6uTe Tpsi6Ba Aa Ce M3MNOM3BaT NOAXOASALM UHCTPYMEHTU. CrieABaliTe MHCTPYKLMUTE 33 ynoTpeba
Ha npoussoAnTens.

HWKoii U3BECTEH TECTOB METOA He MOXE /i@ rapaHTUpa Hamb/IHO, Ye KPbBHUTE NPO6M WU TbKaHTa
HsMa Aa npeHecat uHdekuns. Mopaay ToBa BCUYKM KPbBHU NPOVU3BOAHMU UM TbKaHHU 06pasum
TpA6Ba Aa ce cyMTaT 3a NOTeHUMANHO MH(DEKLIMO3HM.

Moxe fa ce ©3ron3Ba KanunsipHa Wiy BeHo3Ha KpbB. KanunsipHa KpbB MOXe /a ce Npexsbpan
[IMPEKTHO BbPXY YMCTO MUKPOCKOMCKO MpeJMeTHO CTbkio. BeHo3Ha kpbB TpsibBa Aa ce Ao6aBu B
enpyBseTka, cbabpxalia EDTA unu okcanat. 3a yao6cTBo usnonssaite 1 — 2 kankv 2% pasTsop

Ha EDTA (kat. N? 2854) Ha mL kpbB (1 kanka = 1 mg). [loknaasaHo e, Ye cMecute kpbB-EDTA

ca 3a40BONUTENHM 3a ynoTpeba A0 2 ceaMULM, KOraTo Ce CbXpaHaBaT B XNaAWNHNK.? HaTpueknTe
TpsbBa Aa ce NpPUroTBAT B paMKUTE Ha 24 Yaca OT B3MMaHETO KPbB B OKkcanat.’ [1pu nsnonssaHe

Ha Npo6u OT HOBOPOAEHO Ce MpernopbyBa KpbBTa Aa ce paspeau ¢ 0,85% dusnonoruyeH pasTeop,
Thbi1 KaTo TakMBa 06pasLM MMaT BUCOKO CbabpxaHue Ha HbF. KpbBHUTE HaTpMBKM He ca CTabuiHu 1
TpsibBa Aa ce TecTBaT BeAHara crej MPUroTBSIHETO UM.

3abenexkun

3a Le/nuTe Ha KOHTPOJia Ha Ka4yecTBOTO Ce NpernopbyBa BbB BCsika Cepusi OT TECTOBE Aa Ce BK/oYBa
KpbB OT HopManeH Bb3pacTeH (HbA) u ot HoBopoaeHo nnu 6e6e (HbF). Barr u Shafer® poknaasar,
ye UKCMPaHUTE NONOXMUTENHWN KOHTPOHWU NPEAMETHN CTbKNa C KPbB OT NbMnHa Bpbe B EDTA
MorarT Aa ce CbxpaHsBsaT A0 1 roanHa npu —20°C B 3aneyaTtaHa KapToHeHa KyTus. Bbnpeku ToBa
oTpuuaTenHuTe KoHTponu ¢ EDTA He ce eflyupaT Hamb/IHO Clliefi CbXpaHeHne noeeye oT 2 Mecela
npu -20°C. Te3n n3cneaoBaTeny npeanaraT Aa Ce NPUrOTBST NONOXUTENHU U OTPULITENTHM
HaTpUBKM BbPXY €AHO U CbLO MPEAMETHO CTbK/0. 10 TO3U HauMH Ce OCUrypsiBaT SICHU U 6bp3K
KOHTPacTu kaTo pedepeHLms Npu oTYUTaHe Ha TECTOBU MpeaMeTHN CTbkAa.

Hopmanhu ananasoHu’

Bb3pact deTaneH xemMornobux (%)
Mpun paxpaHe 50 - 90
< 2 roaviHu 0-4
> 2 roguHu 0-2

Mpoueaypa

1. Pa3TBopbT Ha unTpaT-thocaTteH bycep TpsibBa Aa ce 3aTonnun Ao 37°C B 6ypkaH Ha KonavH
WNn CbAa 3a ouBeTsiBaHe.

2. KaTto nsnonseate unctm E€TUKEeTUPaHU MUKPOCKONCKM NpeaAMETHU CTbK/a, HanpaseTe
TbHKW KPbBHW HaTpueku. Mpuroteete KOHTPOJTHW npeameTHU cTbkna, KaTo U3nonssate
nonoxurtenHa HbF KpbB (KpbB OT MbMHa BPbLB) W HOpPMasHa KpbB Ha Bb3pacTeH. M3cyweTe Ha
Bb3/yX 3a NpnéansutenHo 10 MUHYTU.

3.  ®ukcupaiiTe NnpeaMeTHUTE CTbKa, KaTo rM NOTONMTE B eTaHO/I0B (DMKCaTop 3a 5 MUHYTH,
nannakHeTe 06UNHO C YelMsHa BOAa M U3CYLLUETE Ha Bb3AYX.

4. Motonete TECTOBUTE n KOHTPOJIHUTE npeaMeTHU CTbKNa B NpeABapuTeNIHO 3aTomnseH
pa3TBop Ha uuTpat-cdochateH bydep npu 37°C 3a 5 MUHYTH. Pasbbpkaiite cnea 1 v 3 MUHYTH
notansHe. CTeneHTa Ha pa3bbpkBaHe MOXe /ja Bapupa 3a NoCTUraHe Ha Haii-xenaHure
pesyntaTu. M3nnakHeTe 06UIHO C AeCTUAMpaHa BOAa M U3CYLUETE HAMBJIHO Ha Bb3AyX, 3a Aa
nsberHeTe aptedakTt OT OLBETSABaHE.

5. OueTeTe NpeaMETHUTE CTbK/1a 3@ 3 MUHYTU B KMCENMHEH XeMaTOKCUAWNH pa3TBop. M3nnakHete
npeaMeTHUTe CTbKaa 06unHo ¢ AecTunnpaHa Boda v VI3Tp'bCKal>]T€ U3nuwHaTa Boaa.

6. OuBeTeTe KOHTPACTHO NPeAMeTHUTE CTbkna 3a 4 MUHYTU B 0,1% pa3TBOp Ha eo3uH B.
M3nnakHeTe 06WUIHO C AecTUIMpaHa BOAa M U3CYLUETE Ha Bb3AyX.

7. TlocTaBeTe CyX0 MOKPUBHO CTHK/O BbPXY MPEAMETHOTO CTLK/IO U Fo U3cneaBaiiTe NoA MacneHa
nmepcus (1000X). JiuncaTta Ha HbF ce Buxaa oT HannumeTo Ha aHTOMHU KNETKW, AoKaTo
3aabpxanuaT HbF kapa kneTkute aa narnexaat spkodepseru. He HaHacsiiTe Macno AMpeKkTHO
BbPXY NPEeAMETHOTO CTbk0. (3abenexka: Moxe aa ce n3nonsea ysenuueHune 400X, HO
NOSly4eHOTO NO-rosiAMo Nnosie MoXe Aa € No-TPpyAHO 3a OTHI/ITaHe.)

Pa6oTHu XapaKTepucTukum

[SNbT Ha epuUTPOLUTUTE, ChAbPXKaLM heTaneH XeMorobuH, MoXe /@ Ce OLEHM MO HSKONKO HauMHa.
Mpwv n3cneaBaHe Ha fokasaTencTsa 3a KNeTkU, cbabpxawm HbF, B MaitunHaTa kpbB Oski u Naiman?
npenopbyBaT CAeAHOTO:

1. OrtueteTe 06wWMs 6poit epuTpounTU B 5 noneta u onpenenete cpeaHus 6poit Ha none.
2. OtueteTe 6pos Ha ABNOOKO OLBETEHUTE epUTPOLUTH, CbabpXalmn HbF, B okono 30 noneta n
onpegeneTe cpefHus 6poii Ha none.
3. M3uucnete npoueHTa Ha eputpounTuTe C HbF Bb3 OCHOBa Ha 06LWKs 6poit epuTPOLINTH Ha Mose.
PesynTaTuTe ce NpeACTaBsiT KaTo MPOLEHT HannyeH HbF.

Cnopez Oski 1 Naiman?® To3u MeToz e cnocobeH aa oTkpue easa 0,1 mL deTanHa KpbB B MaltuMHOTO
KpbBOObpaLleHune.

Axo HabnogaBaHuTe pesynTaTi ce pasnnyasaT OT OYaKBaHUTE, MO, CBbPXETE Ce C oTAena no
TexHuyecko obcnyxsaHe Ha Sigma-Aldrich 3a cbaeiicTeue.

xapaKTepMCTVIKM Ha aHAaJIMTUYHOTO Aeﬁcnaue

PesynTaTuTe 3a aHaNMTUYHOTO AEMCTBME 3a AafieHUTe TECTOBE, NMPOBEAEHU BbPXY BCUUKM LieNieBn
CTPYKTYpM, noTebpxaasaT 100% 4yBCTBUTENHOCT, CNeunMdUYHOCT U MOBTOPSIEMOCT.

Kar. OnucaHue Ha Uen Cneuu- YyectBu- Cneunduu- YyscTBU-
N2 npoaykra @UYHOCT B TE/IHOCT B HOCT M@XAY  TeJHOCT
paMKWTE Ha paMKWUTE Ha aHanusuTe Mexay
aHanusa aHanusa aHanusure
KoHueHTpaT Ha ®eTaneH
2851 uutpat-pocchaTteH  xemorno- 3073 3073 3073 3073
bydep 6UH
Kncenunen
2852 XEMaToKCUNNH SAnpa 3073 30T3 30173 3073
pasTBOp
DeTaneH

2853 PasTBOp Ha

co3ut B 3o0r3 3o0r3

XeMorno- 3o0T3 30T3
61H
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Mpeaynpe>aeHnsa M onacHoCTH

Hanpasete cripagka ¢ MHQOPMALMOHHNS IUCT 3@ 6€30MacHOCT U ETUKETUPAHETO Ha NPoAyKTa 3a
aKTyanusupaHa UHhOpMaLWs 3a PUCK, OMACHOCT UK 6e30MacHOCT.

285C, 285D:

H319 lMNpeausBrkBa CepUO3HO Apa3HeHe Ha ouuTe.

H350 Moxe aa npuyvHK pak.

P201 Mpean ynotpeba ce cHabaeTe CbC cneumnanHn UHCTPYKLUK.

P202 He u3nonssaiiTe, Npeam fa CTe Npoyenu u pas3bpanu BCUUKM NpeanasHu Mepku 3a 6e30MacHoCT.
P264 [la ce usMue Koxarta CTapaTeniHo cnej ynotpeba.

P280 M3nonsBaiiTe npeanasHy pbkaBuum/npeanasHo obnekno/npeanasHu ouvnna/npeanasHa macka
3a nnue.

P280 M3non3BaiiTe npeanasHun oynna/npeanasHa macka sa nuue.

P305 + P351 + P338 MPN KOHTAKT C OYUTE: MNpoMuBaiiTe BHUMATENHO C BOAA B NPOAbIIKEHME
Ha HSKONKO MUHYTU. CBaseTe KOHTaKTHUTE JIeln, ako MMa Takvea 1 [0KOJIKOTO TOBa € Bb3MOXHO.
MpoabnxeTe C M3nnakBaHeTo.

P308 + P313 MPU siBHa unu npegnonaraeMa ekcnosuuus: Morbpcete MEANLMHCKMN CbBET/MOMOLL,.

P337 + P313 Mpu NpOABLMKUTENHO APa3HeHe Ha ouuTe: MoTbpceTe MeANLMHCKN CbBET/MOMOLL.

P405 [la ce cbxpaHsiBa Noa Kitou.

P501 CbabpxaHMEeTO/CbAbT Aa Ce U3XBBLP/M B 0406peHO NpeanpusTUe 3a U3XBbPSHE Ha OTNaabLm.
Ako no BpeMe Ha u3nosisaBaHe Wau B pe3ynTaTt Ha ynotpeba Ha ToBa uspenue

Bb3HUKHE CEepUO3eH MHLUMAEHT, MONA, AOKNAABaiTe HA NPOU3BOAUTENA /UK Ha
HEeroB yNbJIHOMOLUEH NpeAcCTaBUTEesl, KAKTO U HA CbOTBETHUA HaLlMOHAJIEH OpraH.

ﬂedmunuuu Ha CUMBOJINTE
CuMBONYK, KakTo ca AeduHupanu B EN ISO 15223-1:2021

MpowusBoauten KaTtanoxeH Homep

BuWXTe UHCTpyKUMUTE 3a ynoTpeba

Kop Ha napTnaa

Ynb/HOMOLLEH NpeacTaBuTen
B EBponevickaTta obLHocT/
EBponeiickus cbio3

q3

[leknapauus 3a CbOTBETCTBME Ha
EBponeiickus cbto3 (AeduHupaHa B
IVDR 2017/746)

MeaunumHcko nsgenue 3a in vitro

TemnepaTypHa rpaHuua

BHuMaHue

[lata Ha cpoK Ha rogHocT AvarHoCTika

[aTta Ha Npoun3BOACTBO BHocuten

YKasBa ymb/HOMOLLEHUS
npeacrasuten B Lseluapus
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Fetal Hemoglobin Kit

Procedura Nr. 285
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Paredzetais lietojums

Fetal Hemoglobin reagentus paredzéts izmantot ka visparéju laboratorijas histokimisko krasvielu
fetala hemoglobina skabes ellcijas noteiksanai asins uztriepés. Fetal Hemoglobin krasvielas reagenti
ir paredzéti “in vitro diagnostikai”. Tikai profesionalai lietoSanai. ST manuala semikvantitativa
proceddra |auj noteikt fetalo hemoglobinu cilvéka asins uztriepju paraugu eritrocitos.

Proteinu izolacijas un raksturo$anas panémienu attistiba ir |avusi atklat, ka ir vairakas specifiskas
Tpasibas, kas |auj noskirt fetalo hemoglobinu no pieauguso hemoglobina. Tas cita starpa

ietver fetdla hemoglobina (hemoglobina F) rezistenci pret skabes elliciju. Kad asins uztriepes
ievieto skabes buferi, piem&ram, pieauguso hemoglobins izdalas no eritrocitiem, bet fetalais
hemoglobins — né. Ja asins uztriepes apstrada $ada veida un péc tam iekraso, eritrociti ar
hemoglobinu F iekrasojas, bet tie, kas satur tikai pieauguso hemoglobinu, izskatas ka “tuksi”.
PriekSmetstiklinu panémienu fetdla hemoglobina noradisanai, izmantojot rezistenci pret skabes
ellciju, sakotn€ji piedavaja Kleihauer et al.,* un vélak mainija Shepard et al.?. Sigma vél vairak
uzlabo $o pieeju, ka aprakstijusi Oski un Naiman?.

Rh nesaderibas gadijumos aizvien bieZzak novéro iminreakcijas supresiju pret sarkanajam asins
Stnam, kas nonak mates asinsrité no augla. Specifiska gamma globulina daudzumu, kas satur
ievadamo anti Rh(D), aprékina, novértgjot augla un mates asinosanas pakapi*.

Saskana ar aprakstito papnémienu pareizi izzavétas un fiksétas asins uztriepes iegremdé citrata
buferi ar pH 3,3 37 °C temperatira. Pieauguso hemoglobins A (HbA) izskalojas no sinam
(HbF), bet fetalais hemoglobins (HbF), kas ir noturigs pret skabi, paliek $ina un to var iekrasot
izmekl&Sanai ar mikroskopu.

Reagenti

Citrate Phosphate Buffer Concentrate (kat. Nr. 2851)

Natrija citrats, 0,7 mol/l, un natrija fosfats, 0,6 mol/l, hloroformu pievieno ka konservantu

Acid Hematoxylin Solution (kat. Nr. 2852)

Hematoksilins, sertificéts, 1 g/l, C.I. 75290, aluminija amonija sulfats, natrija jodati un stabilizatori,
pH 3,3

Eosin B Solution (kat. Nr. 2853)
Eosin B, 0.1%, tdens skidums, C.I. 45400. Natrija azids, 0,1 %, pievieno ka konservantu

Speciali nepiecieSamie, bet komplekta neiek|autie materiali

e Mikroskops

o Mikroskopa prieksmetstiklini, nosl&gstiklini

« Iekrasosanas stativs / Koplina trauki

o Udens vannina, 37 °C

e Ethanol Fixative (kat. Nr. 2858) 80 % v/v etilspirts

Uzglabasana un stabilitate

Uzglabajiet Citrate Phosphate Buffer Concentrate ledusskapi (2-8 °C). Izmetiet, ja ir pieradijumi
par mikrobu augsanu.

Uzglabajiet Citrate Phosphate Buffer Solution ledusskapi (2-8 °C). Stabils 2 nedélas. Katru dienu
izmantojiet jaunu alikvotu. Izmetiet, ja ir pieradijumi par mikrobu augsanu.

Uzglabajiet Acid Hematoxylin Solution un Eosin B Solution istabas temperatara (18-26 °C).
Skidumus var izmantot atkartoti, ja tos uzglaba ciesi noslégtos traukos aptumsota vieta.

Ethanol Fixative jauzglaba istabas temperatara. Uzglabajiet ciesi noslégtu un ka viegli degosu
Skidrumu. Skidumu var izmantot atkartoti, bet tas jaizmet, ja fiksacija nav pietiekama.

Sabojasanas
Izmetiet Acid Hematoxylin Solution, kad atbilsto$ai iekraso$anai nepiecieSamais laiks parsniedz
8 mindtes.

Sagatavosana

Citrate Phosphate Buffer Solution sagatavo, atSkaidot 1 daju Citrate Phosphate Buffer Concentrate
ar 9 dalam tdens.

Acid Hematoxylin Solution, Eosin B Solution un Ethanol Fixative ir gatavi lietosanai.

Piesardzibas pasakumi

Sis IVD ir paredzéts lietot in vitro diagnostikai kliniskas laboratorijas vidé. Sis IVD ir paredzétas
profesionalai lietosanai un tikai kvalificétam personalam. Sigma-Aldrich IVD drikst lietot
laboratorijas darbinieki, kas apmaciti rikoties ar varbitéji infekcioziem cilvéku paraugiem, lietot
mikroskopus un citu laboratorijas aprikojumu, un kuriem ir atbilstosa krasu uztvere un redzes
asums, lai spétu atskirt krasas un citus objektus mikroskopa.

Rikojoties ar laboratorijas reagentiem, ir jaievéro standarta piesardzibas pasakumi. Utiliz&jiet
atkritumus saskana ar viet&jiem, Stata, provinces vai valsts noteikumiem.

Procedura

Paraugu nemsana

Visiem paraugiem jabit skaidri markétiem. Lai iegltu un sagatavotu paraugus, jaizmanto pieméroti
instrumenti. Ievérojiet razotaja lietoSanas instrukciju.

Nav zinama neviena metode, kas sniegtu pilnigu parliecibu, ka ar asins paraugiem vai audiem
netiks parnestas infekcijas. Tapéc visus asins produktus vai audu paraugus jauzskata par potenciali
infekcioziem.

Var izmantot kapilaras vai venozas asinis. Kapilaru asinis var tiesi parnest uz tiru mikroskopa
priek$metstiklinu. Venozas asinis jaiepilda stobrina ar EDTA vai oksalatu. Ertibas labad izmantojiet
1-2 pilienus 2 % EDTA Solution (kat. Nr. 2854) uz katru ml asinu (1 piliens = 1 mg). Lai gan

ir zinots, ka asins un EDTA maisijumus var izmantot [idz 2 nedélas, ja tos uzglaba ledusskapi?.
Uztriepes jasagatavo 24 stundu laika péc asins panemsanas oksalata®. Izmantojot jaundzimuso
paraugus, ieteicams asinis atskaidit ar 0,85 % fiziologisko Skidumu, jo $ados paraugos ir liels HbF
saturs. Asins uztriepes nav stabilas, un tas ir jatesté uzreiz péc sagatavosanas.

Piezimes

Kvalitates kontroles nollikos ieteicams asinis no normaliem pieaugusajiem (HbA) un no
jaundzimusajiem vai zidainiem (HbF) ieklaut katra testu sérija. Barr un Shafer® zino, ka fiksétus
pozitivus kontroles priekSmetstiklinus no nabassaites asinim EDTA var saglabat lidz 1 gadam -20 °C
temperatlra, ievietojot noslégta kartona kasté. Tomér EDTA negativas kontroles pilniba neizdalas
péc uzglabadanas ilgak neka 2 ménesus —20 °C temperatiira. Sie pétnieki norada, ka pozitivas un
negativas uztriepes bltu jasagatavo uz ta pasa priekSmetstiklina, tadéjadi atri un skaidri paradot
kontrastu ka atsauci testa priekSmetstiklinu nolasisanas laika.

Normali diapazoni’

Vecums Fetalais hemoglobins (%)
Dzim3anas laika 50-90
<2 gadi 0-4
>2 gadi 0-2
Procedira
1. Citrate Phosphate Buffer Solution jasasilda 37 °C temperatiira Koplina trauka vai iekrasosanas
trauka.

2. Izmantojiet tirus, marké&tus mikroskopa priekSmetstiklinus, sagatavojiet planas asins
uztriepes. Sagatavojiet KONTROLES prieksmetstiklinus, izmantojot pozitivas HbF asinis
(nabassaites asinis) un normalas pieauguso asinis. Nozavéjiet gaisa aptuveni 10 mindtes.

3. Fiksé&jiet priekSmetstiklinus Ethanol Fixative 5 minGtes, ripigi noskalojiet ar krana Gdeni un
nozaveéjiet.

4. Iegremdéjiet TESTA un KONTROLES priekSmetstiklinus ieprieks uzsildita Citrate Phosphate
Buffer Solution uz 5 mindtém 37 °C temperatlira. Saskaliniet 1 un 3 mindtes péc
iegremdésanas. SkalinaSanas pakape var mainities, lai panaktu vélamos rezultatus. Rapigi
noskalojiet ar destilétu Gdeni un pilniba nozavéjiet, lai izvairitos no iekrasosanas artefaktiem.

5. 3 mindtes iekrasojiet priekSmetstiklinus Acid Hematoxylin Solution. Ripigi noskalojiet ar
destilétu Gdeni un nokratiet lieko Gdeni.

6. Veiciet priekSmetstiklinu kontrastéjoso iekrasosanu 4 mindtes 0,1% Eosin B Solution. Rapigi
noskalojiet ar destilétu Gdeni un nozavéjiet gaisa.

7. Novietojiet sausu segstiklinu uz priekSmetstiklina un izmeklgjiet, izmantojot iegremdésanu
ella (1000X). HbF trikumu apliecina “tuk$o” slnu klatbatne, bet atlikusais HbF liek $inam
izskatities kosu sarkanam. Neuzklajiet e|lu tiesi uz priekSmetstiklina (Piezime. Var izmantot
400X palielinajumu, bet iegitaja lielakaja lauka var bat grati veikts skaitisanu).

Veiktspéjas raksturlielumi
To eritrocitu daudzumu, kas satur fetdlo hemoglobinu, var noteikt vairakos veidos. P&tot mates
asinis, lai noteiktu HbF saturosu $nu klatbhtni, Oski un Naiman?® ieteica talak noradito:

1. Saskaitiet kop€jo eritrocitu skaitu 5 laukos un nosakiet lauka vid&jo skaitu.

2. Saskaitiet dzili iekrasoto eritrocitu, kas satur HbF, kop&jo eritrocitu skaitu aptuveni 30 laukos
un nosakiet lauka vid&jo skaitu.

3. Aprékiniet HbF eritrocitu procentualo daudzumu, pamatojoties uz eritrocitu kopé&jo skaitu
lauka.

Rezultatus zino ka klatesosa HbF procentualo daudzumu.

Saskana ar Oski un Naiman noradito® §i metode spé&j noteikt pat 0,1 ml fetdlo asinu mates asinsrité.
Ja novérotie rezultati atSkiras no gaidamajiem rezultatiem, |Gdzu, sazinieties ar Sigma-Aldrich
Tehniska atbalsta dienestu, lai sanemtu palidzibu.

Analitiskas veiktspéjas raksturlielumi

Analitiskas veiktspé&jas rezultati minétajos testos, kas veikti ar visam mérka struktlram, apstiprina
100% jutibu, specifiskumu un atkartojamibu.

Kat. Produkta Mérkis Speci- Jutiba ana- Starpanali- Starpanali-
Nr. apraksts fiskums lizes laika Zu specifis-  Zzu jutiba
analizes kums
laika

Citrate Phosphate Fetal
2851 Buffer Concentrate Hemaglobin 3no3 3no3 303 3no3

Acid Hematoxylin .
2852 Solution Kodoli 3no3 3no3 3no3 3no3
2853 Eosin B Solution Fetal 3n03 3n03 3n03 3n03

Hemaglobin

Bridinajumi un riski
Jaunako informaciju par riskiem, bistamibu vai droSumu skatiet Drosibas datu lapa un produkta
marké&juma.

285C, 285D:

H319 Izraisa nopietnu acu kairinajumu.
H350 Var izraisit vézi.
P201 Pirms lietoSanas sanemt specialu instruktazu.

P202 Neizmantot pirms nav izlasiti un saprasti visi bridinajumi.
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P264 P&c izmantosanas kartigi nomazgat adu.
P280 Izmantot aizsargcimdus / aizsargdrébes / acu aizsargus / sejas aizsargus.
P280 Izmantot acu aizsargus / sejas aizsargus.

P305 + P351 + P338 SASKARE AR ACIM: Uzmanigi skalot ar ddeni vairakas mindtes. Iznemt
kontaktlécas, ja tas ir ievietotas un ja to var vienkarsi izdarit. Turpinat skalot.

P308 + P313 Ja nok|dst saskaré vai saistits ar to: ludziet mediku palidzibu.
P337 + P313 Ja acu kairindjums nepariet: Lldziet mediku palidzibu.
P405 Glabat slégta veida.

P501 Atbrivoties no satura/tvertnes apstiprinata atkritumu utilizacijas punkta.

Ja Sis ierices lietosanas laika vai tas lietosanas rezultata ir noticis nopietns
incidents, lidzu, zinojiet par to raZotajam un/vai ta pilnvarotajam parstavim, ka ari
kompetentajai iestadei jusu valsti.

Simbolu definicijas
Simboli atbilst definicijam standarta EN ISO 15223-1:2021

“ Razotajs Kataloga numurs
[:E] Skatit lietoSanas instrukciju Partijas kods
Pilnvarotais parstavis Eiropas Savienibas atbilstibas
Eiropas Kopiena / Eiropas Savieniba c € deklaracija (definéta IVDR
2017/746)
- sy Mediciniska ierice in vitro
g Deriguma termins diagnostikai
J’ Temperatiras ierobezojums A Uzmanibu!
@ Izgatavosanas datums @ Importétajs

Norada pilnvaroto parstavi Sveicé
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Kontaktinformacija

Lai veiktu pasttijumu, apmeklgjiet mlsu timek]vietni SigmaAldrich.com. Lai sazinatos ar Tehniska
atbalsta dienestu, apmekléjiet tehniska atbalsta dienesta lapu misu timek|vietné
SigmaAldrich.com/techservice.

Parskatito versiju vesture

Vers. 4.0 2014

Vers. 5.0 2016

Vers. 6.0 2023

Pareja uz jaunu veidni ar pasreiz&jo zimola identitati. Sadala ar paredzéto lietojumu
un piesardzibas pasakumiem noradita profesionala lietosana. Parskatits paredzétais
lietojums, lai to pieskanotu IVDR vadlinijam. Termins “Materialu drosibas datu

lapa” mainits uz “Dros$ibas datu lapa”. Atjauninata kontaktinformacija. Svitrots
noradijums paraugu nemsana ievérot CLSI. Svitrots EN 980 un aizstats ar standartu
EN ISO 15223-1:2021 attieciba uz simboliem. Pievienota kontaktinformacija zinosanai
par nevélamiem notikumiem. Atjauninatas literatliras atsauces. Pievienota tabula

ar parskatito izdevumu vésturi. Pievienota sadala “Bridinajumi un riski”. Pievienota
CH-REP informacija.

Vers. 7.0 2025
Atjauninata SDS informacija. Pievienota CH importétaja informacija Sigma-Aldrich, Inc MDSS GmbH Merck KGaA
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 @ 64271
St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH Sigma - Aldrich
Laurenzenvorstadt 61 Chemie GmbH
5000 Aarau IndustriestraBe 25

Switzerland CH-9470 Buchs

Inicialis M un Sigma-Aldrich ir pre¢u zimes, kas pieder uznémumam Merck KGaA, Darmstaté, Vacija, vai ta
saistitajiem uznémumiem. Visas paré&jas precu zimes pieder to attiecigajiem ipasniekiem. Sikaka informacija par
pre¢u zZimém sniegta publiski pieejamos avotos.

© 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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Naudojimo instrukcija

Vaisiaus hemoglobino rinkinys
Proceduros Nr. 285

MRRCK

q3

Paskirtis

Vaisiaus hemoglobino reagentai skirti naudoti kaip bendri laboratoriniai histocheminiai dazai, skirti
vaisiaus hemoglobino ragstiniam eliuavimui kraujo tepinéliuose nustatyti. Vaisiaus hemoglobino
dazymo reagentai skirti naudoti in vitro diagnostikai. Tik profesionaliam naudojimui. Si rankiné, pusiau
kiekybiné procedira aptinka vaisiaus hemoglobing zmogaus kraujo tepinéliy méginiy eritrocituose.

Pazangis baltymy iSskyrimo ir apibidinimo metodai leido atrasti, kad yra keletas skiriamujy
savybiuy, leidzianciy atskirti vaisiaus hemoglobing nuo suaugusiojo. Tarp jy yra vaisiaus
hemoglobino (hemoglobino F) atsparumas rigsties eliuavimui. Pavyzdziui, kai kraujo tepinéliai
panardinami | ragstinj buferj, suaugusiyjy hemoglobinas iSplaunamas i$ eritrocity, o vaisiaus
hemoglobinas - ne. Jei kraujo tepinéliai apdorojami tokiu bddu ir véliau nudazomi, eritrocitai,
turintys hemoglobino F, paima déme, o tie, kuriuose yra tik suaugusiyjy hemoglobino, atrodo kaip
»vaiduokliai®.

Skaidriy metoda, skirta parodyti vaisiaus hemoglobino atsparuma riigsciy eliucijai, i$ pradziy
pasidlé Kleihauer et al.,! o véliau modifikavo Shepard et al.2 Pagaminta Sigma yra tolesnis $io
metodo tobulinimas, kaip aprasé Oski ir Naiman.?

Rh nesuderinamumo atvejais vis dazniau slopinamos imuninés reakcijos | raudonuosius kraujo
kinelius, patenkancius | motinos kraujotaka i$ vaisiaus. Konkretaus skirtino gama globulino,
turin¢io anti Rh(D), kiekis apskaiciuojamas jvertinant vaisiaus ir motinos hemoragijos dydj.*

Pagal aprasytq technika kraujo tepinéliai, kurie buvo tinkamai iSdziovinti ir pritvirtinti, panardinami
j citratinj buferinj tirpala pH 3,3 37 °C temperatiroje. Suaugusiyjy hemoglobinas A (HbA) istirpsta
i$ Iasteliy, o vaisiaus hemoglobinas (HbF), kuris yra atsparus rigstims, iSlieka lastelés viduje ir gali
bati nudazytas mikroskopiniam tyrimui.

Reagentai

Citrato fosfato buferinio tirpalo koncentratas (kat. Nr. 2851)
Natrio citratas, 0,7 mol/l, ir natrio fosfatas, 0,6 mol/l, pridétas chloroformas kaip konservantas

Rugstinis hematoksilino tirpalas (kat. Nr. 2852)
Hematoksilinas, sertifikuotas, 1 g/I, C.I. 75290, aliuminio amonio sulfatas, natrio jodatai ir
stabilizatoriai, pH 3,3

Eozino B tirpalas (kat. Nr. 2853)
Eozinas B, 0,1%, vandeninis tirpalas, C.I. 45400. Natrio azidas, 0,1%, pridéta kaip konservantas

Reikalingos, bet nepateikiamos specialios medziagos

e Mikroskopas

« Mikroskopy SliauZikliai, dengiamieji Sliauzikliai

« Dazymo stovas/Coplin stiklainiai

e Vandens vonelé, 37 °C

e Etanolio fiksatorius (kat. Nr. 2858) 80% v/v etilo alkoholio

Laikymas ir stabilumas

Citrato fosfato buferio koncentratg laikykite Saldytuve (2-8 °C). ISmeskite, jei yra mikroby augimo
pozymiu.

Citrato fosfato buferinj tirpala laikykite Saldytuve (2-8 °C). Stabilus 2 savaites. Kiekviena dieng
naudokite SvieZig alikvotine dalj. ISmeskite, jei yra mikroby augimo poZymiy.

Ragstinj hematoksilino tirpalg ir eozino B tirpalg laikykite kambario temperatiroje (18-26 °C).
Tirpalus galima naudoti pakartotinai, jei jie laikomi sandariai uzdarytuose dazymo indeliuose,
kuriuose yra silpnas apsvietimas.

Etanolio fiksatorius turi bati laikomas kambario temperatiroje. Laikykite sandariai uzdaryta ir kaip
degy skystj. Tirpalg galima naudoti pakartotinai, taciau, jei fiksavimas netinkamas, jj reikia iSmesti.

Irimas

ISmeskite rligstinj hematoksilino tirpala, kai laikas, reikalingas tinkamam dazymui, virsija
8 minutes.

Pasiruosimas

Citrato fosfato buferinis tirpalas ruoiamas skiedziant 1 tarj citrato fosfato buferinio tirpalo
koncentrato su 9 tdriais vandens.

Ragstinis hematoksilino tirpalas, eozino B tirpalas ir etanolio fiksatorius yra paruosti naudoti.

Atsargumo priemonés

Rinkinyje esancios IVD medZziagos yra skirtos in vitro diagnostikai klinikinés laboratorijos aplinkoje.
Sios IVD skirtos naudoti tik kvalifikuotam personalui. Sigma-Aldrich IVD medZiagas gali naudoti
laboratorijos darbuotojai, kurie yra iSmokyti dirbti su Zmoniy meginiais, kurie gali bati uzkreciami,
naudoti mikroskopus ir kit laboratorine jrangg bei turi spalvy suvokima ir regéjimo astruma, kad
galéty atskirti spalvas ir kitus objektus mikroskopu.

Dirbant su laboratoriniais reagentais reikia laikytis jprasty atsargumo priemoniy. ISmeskite atliekas
laikydamiesi visy vietiniy, valstijos, provincijos ar nacionaliniy taisykliy.

Procediira
Méginio paémimas

Visi méginiai turi biti aiSkiai pazenklinti. Méginiams gauti ir paruosti turi bati naudojami tinkami
instrumentai. Laikykités gamintojo naudojimo instrukcijy.

Joks Zinomas tyrimo metodas negali visiSkai uZztikrinti, kad kraujo méginiai ar audiniai neperduos
infekcijos. Todél visi kraujo dariniai ar audiniy méginiai turéty bati laikomi potencialiai uzkre¢iamais.

Galima naudoti kapiliarinj arba veninj krauja. Kapiliarinis kraujas gali bGti perkeltas tiesiai | Svary
mikroskopo stiklel{. ] mégintuvélj, kuriame yra EDTA arba oksalato, reikia jpilti veninio kraujo. Kad
baty patogiau, naudokite 1-2 lasus 2% EDTA tirpalo (kat. Nr. 2854) 1 ml kraujo (1 lasas = 1 mg).
Nors pranesta, kad kraujo ir EDTA miSiniai yra tinkami naudoti iki 2 savaiciy laikant Saldytuve.?
Tepinélius reikia paruosti per 24 valandas nuo kraujo paémimo oksalate.® Naudojant naujagimio
méginius, kraujg rekomenduojama atskiesti 0,85% fiziologiniu tirpalu, nes tokiuose méginiuose yra
didelis HbF kiekis. Kraujo tepinéliai néra stabills ir turi bati tiriami i$ karto po paruosimo.

Pastabos

Kokybés kontrolés tikslais rekomenduojama | kiekvieng tyrimy serijg jtraukti normalaus suaugusiojo
(HbA) ir naujagimio ar kadikio (HbF) krauja. Barr ir Shafer® pranesa, kad EDTA fiksuoti teigiami
kontroliniai stikleliai i$ virkstelés kraujo gali bati saugomi iki 1 mety -20 °C temperatiroje,
sandarioje kartoninéje dézutéje. Taciau EDTA neigiamos kontrolinés medziagos visiskai
nei$plaunamos po to, kai laikomos ilgiau nei 2 ménesius —20 °C temperataroje. Sie tyréjai sitlo
paruosti teigiamus ir neigiamus tepinélius ant tos pacios plokstelés; taip pateikiant aiskius ir greitus
kontrastus, kaip nuoroda skaitymo testo plokstelése.

Normalis intervalai’

Amzius Vaisiaus hemoglobinas (%)
Gimimo metu 50-90
< 2 metai 0-4
> 2 metai 0-2
Procedura
1. Citrato fosfato buferinis tirpalas turi bati pasildytas iki 37 °C Coplin stiklainyje arba dazymo
leksteléje.

2. Svariais, mikroskopu pazymétais objektiniais stikleliais padarykite plonus kraujo tepinélius.
Paruoskite KONTROLINES ploksteles, naudodami teigiama HbF krauja (virkstelés kraujq) ir
normaly suaugusiojo kraujg. Dziovinkite oru mazdaug 10 minudiy.

3. Pritvirtinkite stiklelius panardindami juos j etanolio fiksatoriy 5 minutéms, kruopsciai
nuplaukite vandentiekio vandeniu ir iSdziovinkite ore.

4. Panardinkite TYRIMO ir KONTROLINES ploksteles | pasildytg citratinj fosfatinj buferinj tirpalg
37 °C temperatiroje 5 minutéms. Maisykite po 1 ir 3 minuciy panardinimo. MaiSymo laipsnis
gali bati jvairus, kad bty pasiekti labiausiai pageidaujami rezultatai. Kruopsciai iSskalaukite
distiliuotu vandeniu ir visiskai iSdziovinkite oru, kad iSvengtuméte demiy artefakty.

5. Ploksteles 3 minutes dazykite rigstiniu hematoksilino tirpalu. Kruop$éiai nuplaukite stiklelius
distiliuotu vandeniu ir nuplaukite vandens pertekliy.

6. Kontrastinés skaidrés 4 minutes 0,1% eozino B tirpale. Kruopsciai iSskalaukite distiliuotu
vandeniu ir iSdZiovinkite ore.

7. Uzdékite sausa dengiamajj stiklelj ant stiklelio ir patikrinkite naudodami alyvos panardinima
(1000X). HbF nebuvimas yra akivaizdus dél Seséliniy lasteliy buvimo, o iSlaikius HbF lastelés
atrodo ryskiai raudonos. Netepkite tepalo tiesiai ant stiklelio. (Pastaba. Galima naudoti
400 karty padidinima, taciau gali biti sunkiau suskaiciuoti gauta didesnj lauka.)

Veikimo charakteristikos

Eritrocity, kuriuose yra vaisiaus hemoglobino, dalj galima apskaiciuoti keliais badais. Tiriant motinos
kraujo jrodymus apie lasteles, kuriose yra HbF, Oski ir Naiman® rekomendavo:

1. Suskaiciuokite bendra eritrocity skaiciy 5 laukuose ir nustatykite vidutinj skaiciy viename
lauke.
2. Suskaiiuokite giliai nudazyty HbF turinéiy eritrocity skaifiy mazdaug 30 lauky ir nustatykite
vidutinj vieno lauko skaiciy.
3. Apskai¢iuokite HbF eritrocity procenta pagal bendra eritrocity skaiciy viename lauke.
Rezultatai pateikiami kaip esamo HbF procentas.

Pagal Oski ir Naiman? $is metodas gali aptikti vos 0,1 ml vaisiaus kraujo motinos kraujotakoje.
Jei pastebéti rezultatai skiriasi nuo laukiamy, rezultaty, kreipkités pagalbos | ,Sigma-Aldrich®
technine tarnyba.

Analitinio veikimo charakteristikos

Pateikty tyrimuy, atlikty su visomis tikslinémis struktliromis, analitinio efektyvumo rezultatai
patvirtina 100 % jautruma, specifiSkuma ir pakartojamuma.

Kat. Produkto Tikslas Tyrimo Jautrumas SpecifiSku- Jautrumas
Nr. aprasymas specifisku- tyrimo mas tarp  tarp tyrimy
mas metu tyrimy
Citrato fosfato Vaisiaus
2851  buferinio tirpalo hemaglo- 3i$3 3i§3 3i§3 3i§3
koncentratas binas
ROgstinis
2852 hematoksilino Branduoliai 3i83 3i83 3i$3 3i$3
tirpalas
Vaisiaus
2853  Eozino B tirpalas hemaglo- 3i$3 3is3 3i$3 3i$3
binas

Ispéjimai ir pavojai
Atnaujintq rizikos, pavojaus ar saugos informacijq rasite saugos duomeny lape ir gaminio etiketéje.

285C, 285D:

H319 Sukelia smarky akiy dirginima.
H350 Gali sukelti vézj.
P201 Prie$ naudodami gaukite specialias instrukcijas.

P202 Nenaudokite, kol neperskaitéte ir nesupratote visy saugos priemoniy.
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P264 Po naudojimo kruopsciai nuplaukite oda.

P280 Muvéti apsaugines pirstines/dévéti apsauginius drabuzius/naudoti akiy/veido apsaugos
priemones.

P280 Dévéti akiy/ veido apsauga.

P305 + P351 + P338 patekus [ AKIS Atsargiai plauti vandeniu kelias minutes. ISimti kontaktinius
lesius, jeigu jie yra ir jeigu lengvai galima tai padaryti. Toliau skalauti.

P308 + P313 esant salyciui arba susirlpinus Kreipkités | gydytoja.
P337 + P313 Jei akiy dirginimas nepraeina Kreipkités | gydytoja.
P405 Laikyti uzrakinta.

P501 Turinj/talpykla iSmeskite | patvirtinta atlieky $alinimo jmone.

Jei naudojant §j jrenginj arba dél jo naudojimo jvyko rimtas incidentas, praneskite
apie tai gamintojui ir (arba) jo jgaliotajam atstovui bei savo nacionalinei
institucijai.

Simboliy apibrézimai

Simboliai, kaip apibrézta EN I1SO 15223-1:2021

Gamintojas Katalogo numeris

Zr. naudojimo instrukcijas

Partijos kodas

Igaliotasis atstovas Europos Europos Sajungos atitikties
Bendrijoje / Europos Sajungoje C€  deKaracija (apibrézta IVDR
2017/746)

m In vitro diagnostikos medicinos

Galiojimo data s
prietaisas

Pagaminimo data Importuotojas

“ [vD]
,}’ Temperatdros riba A Atsargiai
1 ®

E Nurodo jgaliotajj atstova

éveicarijoje

Saltiniai

1. Kleihauer E, Braun H, Betke K. Demonstration von fetalem Hamoglobin in den Erythrocyten
eines Blutausstrichs [Demonstration of fetal hemoglobin in erythrocytes of a blood smear]. Klin
Wochenschr. 1957 Jun 15; 35(12):637-8. German. doi: 10.1007/BF01481043. PMID: 13450287.

2. Shepard MK, Weatherall DJ, Conley CL: Semi-quantitative estimation of the distribution of fetal
hemoglobin in red cell populations. Bull Johns Hopkins Hosp. 110:293, 1962.

3. Oski FA, Naiman JL: Hematologic Problems in the Newborn, 2nd ed. Saunders, Philadelphia, 1972,
pp. 62-63.

4. Technical Manual. American Association of Blood Banks, 9th ed. Arlington (VA), 1985, pp. 320-322.

5. Clayton EM, Feldhaus WD, Phythyon JM: The demonstration of fetal erythrocytes in the presence of
adult blood cells. Am ] Clin Pathol. 40:487, 1963.

6. Barr JK, Shafer JA: Preparation and storage of control slides for fetal hemoglobin determination by
acid elution. Am J Med Technol. 42:54, 1976.

7. Seiverd CE: Hematology for Medical Technologist, 4th ed. Lea & Febiger, Philadelphia, 1973,
pp 511-512

Kontaktiné informacija

Norédami pateikti uzsakyma, apsilankykite masy svetainéje SigmaAldrich.com. Dél techninés priezitiros
apsilankykite techninés priezitros puslapyje masy svetainéje SigmaAldrich.com/techservice.

Perziiiry istorija

4.0 red. 2014
5.0 red. 2016
6.0 red. 2023

Perkelta | naujq Sablong su dabartiniu prekés zenklu. Skirta profesionaliam naudojimui
pagal paskirtj ir taikomas atsargumo priemones. Perziliréta paskirtis, siekiant suderinti
su IVDR gairémis. Atnaujintas medziagos saugos duomeny lapas | saugos duomeny
lapa. Atnaujinta kontaktiné informacija. Pasalintas nurodymas laikytis CLSI dél méginiy
paémimo. ISimtas EN 980 ir pakeistas | EN ISO 15223-1:2021 simboliams. Pridéta
nepageidaujamo jvykio kontaktiné informacija. Atnaujintos literatiiros nuorodos.
Pridéta perzidiry istorijos lentelé. Pridéti jspejimai ir pavojai. Pridéta atstovo Sveicarijoje
informacija.

7.0 red. 2025

Atnaujinta SDL informacija. Pridéta CH importuotojo informacija.
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St. Louis, MO 63103 USA
an affiliate of Merck KGaA,

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

MDSS GmbH Merck KGaA,
Schiffgraben 41 @ 64271
30175 Hannover, Darmstadt,
Germany Germany
Sigma - Aldrich

Chemie GmbH

IndustriestraBe 25
CH-9470 Buchs

Inicialas ,M" ir ,Sigma-Aldrich" yra ,Merck KGaA", Darmstatas, Vokietija arba jos filialy prekés Zenklai. Visi kiti
prekiy Zenklai yra jy atitinkamy_ savininky nuosavybé. ISsamig informacijg apie prekiy zenklus galima rasti viesai

prieinamuose iStekliuose.

© 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.


http://SigmaAldrich.com/techservice

Rev. 7.0, 91748-LS, 2025

Sigma-Aldrich.

Navod na pouZitie

Suprava pre fetalny hemoglobin
Postup ¢. 285

MRRCK

q3

Uréené pouzitie

Reagencie na fetalny hemoglobin st uréené na pouzitie ako vSeobecné laboratérne histochemické
farbivo na stanovenie fetdlneho hemoglobinu v krvnych nateroch kyslou elticiou. Reagencie na
farbenie fetalneho hemoglobinu st uréené na ,diagnostické pouZitie in vitro“. Len na odborné
pouzitie. Tymto manudlnym semikvantitativnym postupom sa deteguje fetalny hemoglobin

v erytrocytoch vzoriek ludskych krvnych naterov.

Pokrok v technikach izolacie a charakterizacie proteinov viedol k zisteniu, Ze existuje niekolko
rozliSovacich vlastnosti, ktoré umoziuju odlisit fetdlny hemoglobin od hemoglobinu dospelych.
Medzi ne patri odolnost fetdlneho hemoglobinu (hemoglobin F) vo¢i kyslej ellcii. Napriklad pri
ponoreni krvného nateru do kyslého pufru sa dospely hemoglobin z erytrocytov eluuje, zatial'

o fetdlny hemoglobin nie. Ak sa krvné natery takto spracuju a nasledne zafarbia, erytrocyty
obsahujlce hemoglobin F sa zafarbia, zatial ¢o tie, ktoré obsahuju len dospely hemoglobin, sa budd
javit ako ,duchovia®.

Techniku s pouzitim skli¢ok na preukazanie fetdlneho hemoglobinu z hladiska jeho odolnosti voci
kyslej elticii povodne navrhli Kleihauer a spol.! a neskér ju modifikovali Shepard a spol.? Produkt
spolo¢nosti Sigma predstavuje dalsie zlepSenie tohto pristupu, ako ho opisali Oski a Naiman.?

V pripadoch Rh inkompatibility sa ¢oraz ¢astejsie vyskytuje potlacenie imunitnych reakcii na
Cervené krvinky, ktoré sa dostavaju z plodu do krvného obehu matky. MnoZstvo Specifického
gama globulinu obsahujlceho anti Rh(D), ktoré sa ma podat, sa vypocita na zéklade postdenia
zavaznosti krvacania plodu a matky.*

Podla opisanej techniky sa krvné natery, ktoré boli riadne vysusené a fixované, ponoria do
citratového pufru s pH 3,3 pri teplote 37 °C. Dospely hemoglobin A (HbA) sa rozpusti z buniek,
zatial' ¢o fetalny hemoglobin (HbF), ktory je odolny voci kyselinam, zostava vnutri buniek a moze sa
farbit na mikroskopické vySetrenie.

Reagencie

Koncentrat citrat-fosfatového pufru (kat. ¢. 2851)

Citran sodny, 0,7 mol/l, a fosfore¢nan sodny, 0,6 mol/I, chloroform pridany ako konzervac¢na latka
Roztok kyslého hematoxylinu (kat. ¢. 2852)

Hematoxylin, certifikovany, 1 g/l, C.I. 75290, siran hlinito-aménny, jodi¢nany sodné a stabilizatory,
pH 3,3

Roztok eozinu B (kat. ¢. 2853)
Eozin B, 0,1 %, vodny roztok, C.I. 45400. Azid sodny, 0,1 %, pridany ako konzervaéna latka

Potrebné $pecidlne materidly, ktoré vSak nie st sucastou balenia

e Mikroskop

e Mikroskopické sklicka, krycie sklicka

« Stojan na farbenie/Coplinove nadoby

e Vodny kupel, 37 °C

« Etanolovy fixacny prostriedok (kat. ¢. 2858) 80 % obj./obj. etylalkohol

Skladovanie a stabilita

Koncentrat citrat-fosfatového pufru uchovévajte v chladnic¢ke (2 - 8 °C). Ak sa objavia znamky
mikrobialneho rastu, zlikvidujte ho.

Roztok citrat-fosfatového pufru uchovavajte v chladnicke (2 - 8 °C). Stabilny 2 tyZdne. Kazdy deri
pouzite Cerstvl alikvotnu ¢ast. Ak sa objavia znamky mikrobidlneho rastu, zlikvidujte ho.

Roztok kyslého hematoxylinu a roztok eozinu B uchovévajte pri izbovej teplote (18 - 26 °C).
Roztoky sa mézu pouZit opakovane, ak sa uchovavajl v tesne uzavretych nadobach na farbenie pri
timenom osvetleni.

Etanolovy fixacny prostriedok sa ma uchovavat pri izbovej teplote. Uchovavajte ho tesne uzavrety
a ako horlav( kvapalinu. Roztok sa méze pouzit opakovane, ale ak fixacia nie je dostatoéna, je
potrebné ho zlikvidovat.

Zhorsenie kvality
Roztok kyslého hematoxylinu zlikvidujte, ak ¢as potrebny na vhodné zafarbenie presiahne 8 minut.

Priprava
Roztok citrat-fosfatového pufru sa pripravi zriedenim 1 objemu koncentrovaného citrat-fosfatového
pufru s 9 objemami vody.

Roztok kyslého hematoxylinu, roztok eozinu B a etanolovy fixacny prostriedok st pripravené na
pouzitie.

Bezpecnostné opatrenia

Tieto pomdcky IVD su uréené na diagnostické pouzitie in vitro v prostredi klinického laboratoria.
Tieto IVD su uréené len na profesiondlne pouzitie kvalifikovanym persondlom. IVD Sigma-Aldrich
mdzu obsluhovat laboratérni pracovnici, ktori s vy$koleni na manipulaciu s fudskymi vzorkami,
ktoré mozu byt infekéné, pouzivaju mikroskopy a iné laboratérne vybavenie a maju farebné
vnimanie a zrakovu ostrost na rozliSovanie farieb a inych objektov pod mikroskopom.

Musia sa dodrziavat bezné bezpenostné opatrenia uplatfiované pri manipuldcii s laboratérnymi
¢inidlami. Odpad likvidujte v sulade so vSetkymi miestnymi, Statnymi, provinénymi alebo narodnymi
predpismi.

Postup
Odber vzorky

Vsetky vzorky musia byt jasne oznaéené. Na odber a pripravu vzoriek sa musia pouzivat vhodné
pristroje. Postupujte podla navodu na pouZzitie od vyrobcu.

Ziadna zndma testovacia metéda nemobze poskytnut Gplnl zaruku, Ze vzorky krvi alebo tkaniva
neprenesu infekciu. V3etky derivaty krvi alebo vzorky tkaniva by sa preto mali povazovat
za potencialne infek¢né.

Mbze sa pouzit kapilarna alebo vendzna krv. Kapilarnu krv mozno preniest priamo na Cisté
mikroskopické skli¢ko. Vendzna krv by sa mala pridat do skiimavky obsahujlcej EDTA alebo oxalat.
Pre pohodIné pouzitie pouzite 1 - 2 kvapky 2 % roztoku EDTA (kat. ¢. 2854) na 1 ml krvi (1 kvapka
= 1 mg). Uvadza sa, ze zmesi krvi a EDTA sU vyhovujlce na pouzitie az do 2 tyzdnov, ak sa
uchovavaju v chladnicke.? Natery z krvi odobratej do oxalatu by sa mali pripravit do 24 hodin.s Pri
pouziti vzoriek od novorodencov sa odporuca zriedit krv 0,85 % fyziologickym roztokom, pretoze
takéto vzorky maju vysoky obsah HbF. Krvné natery nie su stabilné a musia sa testovat ihned po
priprave.

Poznamky

Na ucely kontroly kvality sa odportca, aby sa do kazdej série testov zahrnula krv normalneho
dospelého (HbA) a novorodenca alebo dojéata (HbF). Barr a Shafer® uvadzaju, Ze fixované pozitivne
kontrolné skli¢ka z pupo&nikovej krvi v EDTA sa mézu uchovévat az 1 rok pri teplote -20 °C

v uzavretej kartonovej skatuli. Negativne kontroly EDTA sa vsak po uchovéavani po dobu dlhsiu

ako 2 mesiace pri teplote -20 °C Uplne neeluujd. Tito vyskumnici navrhuju pripravit pozitivne

a negativne natery na tom istom sklicku, ¢im sa zabezpedi jasny a rychly kontrast ako referencia pri
Citani testovacich sklicok.

Normalne rozsahy’

Vek Fetalny hemoglobin (%)
Pri narodeni 50 - 90
< 2 roky 0-4
> 2 roky 0-2

Postup

1. Roztok citrat-fosfatového pufru je potrebné zohriat na teplotu 37 °C v Coplinovej nadobe alebo
farbiacej miske.

2. S pouzitim Cistych, oznacenych mikroskopickych skli¢ok urobte tenké krvné natery. Pripravte
kontrolné sklicka s pouzitim HbF pozitivnej krvi (pupocnikova krv) a normalnej krvi dospelych.
Suste na vzduchu priblizne 10 minat.

3. Sklicka fixujte ponorenim do etanolového fixaéného prostriedku na 5 minut, dokladne
oplachnite vodou z vodovodu a vysuste na vzduchu.

4. TESTOVACIE a KONTROLNE skli¢ka ponorte na 5 minat do predhriateho roztoku citrét-
fosfatového pufru pri teplote 37 °C. Po 1 a 3 minttach ponorenia pretrepte. Stupen
pretrepania je mozné menit, aby sa dosiahli ¢o najlepsie vysledky. Dokladne oplachnite
destilovanou vodou a Gplne vysuste na vzduchu, aby ste predisli vzniku farbiacich artefaktov.

5. Farbite sklicka 3 minuty v roztoku kyslého hematoxylinu. Dokladne oplachnite sklicka
destilovanou vodou a otrepte z nich prebyto¢nt vodu.

6. Sklicka kontrastne farbite 4 minuty v 0,1 % roztoku eozinu B. DAkladne oplachnite
destilovanou vodou a vysuste na vzduchu.

7. Na skli¢ko polozte suché krycie sklicko a preskimajte ho pomocou olejovej imerzie (1 000x).
Nepritomnost HbF je zrejma z pritomnosti stinovych buniek (duchov), zatial ¢o zachovany
HbF spdsobuje, Ze bunky vyzerajl jasne Cervené. Nenanasajte olej priamo na sklicko.
(Poznamka: Mbdze sa pouzit zvaésenie 400x, ale vysledné véadsie pole mdze byt tazsie
spocitat.)

Vlastnosti vykonu

Podiel erytrocytov obsahujlcich fetalny hemoglobin je mozné odhadn(t viacerymi spésobmi. Oski
a Naiman?® odportcaju pri skimani dékazov buniek obsahujlcich HbF v krvi matky nasledujlce:

1. Spotitat celkovy pocet erytrocytov v 5 poliach a urcit priemerny pocet na jedno pole.
2. Spotitat pocet hlboko zafarbenych erytrocytov obsahujlcich HbF v priblizne 30 poliach a uréit
priemerny pocet na jedno pole.
3. Vypoditat percentudiny podiel erytrocytov s HbF na zaklade celkového poétu erytrocytov na
jedno pole.
Vysledky sa uvadzaju ako percento pritomného HbF.

Podla Oskiho a Naimana® je tato metéda schopna detegovat uz 0,1 ml fetalnej krvi v krvnom obehu
matky.

Ak sa pozorované vysledky lidia od o¢akavanych vysledkov, obratte sa na technicky servis
spoloénosti Sigma-Aldrich a poziadajte o pomoc.

Vlastnosti analytického vykonu

Vysledky analytického vykonu pre dané testy vykonané na vsetkych cielovych Struktirach
potvrdzujd 100 % citlivost, $pecifickost a opakovatelnost.

Kat.  Opis vyrobku Ciel’ Specifickost  Citlivost  Specifickost  Citlivost
¢ v ramci v ramci medzi medzi
testu testu testami testami
Koncentrat citrat- Fetalny
2851 fosfatového pufru  hemoglobin 323 3z3 3z3 3z3
Roztok kyslého .
2852 hematoxylinu Jadra 3z3 3z3 3z3 3z3
2853  Roztok eozinu B, Fetainy 323 323 323 323

hemoglobin




Vystrahy a nebezpecenstva

Vsetky aktualizované informacie o riziku, nebezpecenstve alebo bezpecnosti ndjdete v karte
bezpecnostnych Gdajov a na etikete vyrobku.

285C, 285D:

H319 Spdsobuje vazne podrazdenie odi.

H350 Méze spdsobit rakovinu.

P201 Pred pouZitim sa oboznamte s osobitnymi pokynmi.

P202 Nepouzivajte, kym si nepreéitate a nepochopite vsetky bezpe¢nostné opatrenia.
P264 Po manipuldcii starostlivo umyte pokozku.

P280 Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.
P280 Noste ochranné okuliare/ochranu tvare.

P305 + P351 + P338 PO ZASIAHNUTI OCI: Niekolko minut ich opatrne vyplachujte vodou. Ak

Kontaktné informacie

Ak chcete urobit objednavku, navstivte nadu webovd lokalitu na SigmaAldrich.com. Informéacie
o technickom servise najdete na stranke technického servisu na nasej webovej lokalite na
SigmaAldrich.com/techservice.

Historia revizii

Rev. 4.0 2014
Rev. 5.0 2016
Rev. 6.0 2023

Prenesené do novej ablény s aktualnou znackou. Specifikované na profesionalne
pouzitie pri uréenom pouziti a bezpeénostnych opatreniach. Revidované

urcené pouzitie, aby bolo v stlade s usmerneniami IVDR. Aktualizovanie karty
bezpecénostnych Gdajov materidlu na karte bezpe¢nostnych tdajov. Aktualizované
kontaktné informacie. Odstraneny pokyn na dodrziavanie CLSI pre odber
vzoriek. Odstranena norma EN 980 a zmenend na normu EN ISO 15223-1:2021
pre symboly. Pridané kontaktné informacie pre neziaduce udalosti. Aktualizované
odkazy na literattru. Pridana tabulka histérie revizii Pridané upozornenia

a nebezpecenstva. Doplnené informéacie o CH-REP.

Rev. 7.0 2025

Aktualizované informécie v karte bezpecnostnych (dajov. Doplnené informécie

pouzivate kontaktné SoSovky a ak je to mozné, odstrante ich. Pokracujte vo vyplachovani. o dovozcovi vo Svajéiarsku.

P308 + P313 Po expozicii alebo podozreni z nej: Vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.
P337 + P313 Ak podréazdenie o&i pretrvava: vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.
P405 Uchovavajte uzamknuté.

P501 Zneskodnite obsah/nadobu v schvalenom zariadeni na zneskodriovanie odpadu.

Ak sa pocas pouzivania tejto pomdcky alebo v désledku jej pouzivania vyskytne
zavazna nehoda, nahlaste ju vyrobcovi alebo jeho autorizovanému zastupcovi

a $tatnemu organu.

Definicie symbolov

Symboly podla vymedzenia v norme EN ISO 15223-1:2021

“ Vyrobca

Katalogové Cislo

Precitajte si ndvod na pouZzitie Kod Sarze
Autorizovany zastupca v Eurépskom c € Vyhlasenie Eurdpskej Unie o zhode
spolo¢enstve/Eurdpskej Gnii (definované v IVDR 2017/746)

Diagnosticka zdravotnicka pomocka

Datum spotreby in vitro

Hranica teploty Upozornenie

Datum vyroby

Oznacuje autorizovaného zastupcu

pre Svajéiarsko

Dovozca
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