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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:

ok

H319 Causes serious eye irritation.

H331 Toxic if inhaled. Precautionary statement(s)
P261 Avoid breathing mist or vapors.

P264 Wash skin thoroughly after handling.

P271 Use only outdoors or in a well-ventilated area.
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P280 Wear eye protection/ face protection.

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

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

285D:

b

H319 Causes serious eye irritation.

H331 Toxic if inhaled. Precautionary statement(s)
P261 Avoid breathing mist or vapors.

P264 Wash skin thoroughly after handling.

P271 Use only outdoors or in a well-ventilated area.
P280 Wear eye protection/ face protection.

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

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

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

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

and to your national authority.

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

Manufacturer Catalogue Number

Consult Instructions for Use Batch Code

Authorized Representative
in the European Community/ C €
European Union

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

Use-by Date In vitro diagnostic medical device
Temperature Limit A Caution
Date of Manufacture @ Importer

E Indicates the Authorised

Representative in Switzerland
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Contact Information

To place an order, please visit our web site at SigmaAldrich.com. For Technical Service, please visit the
tech service page on our web site at SigmaAldrich.com/techservice.
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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 F&tus in den mutterlichen Blutkreislauf tibergehenden roten
Blutkérperchen. Die Menge des zu verabreichenden spezifischen Anti-Rh(D) enthaltenden
Gammaglobulins wird unter Berlcksichtigung des AusmaBes der fetal-miutterlichen Blutung
berechnet.*

Bei dem beschriebenen Verfahren werden die zuvor ordnungsgemaB getrockneten und fixierten
Blutausstriche bei 37 °C in einen Citratpuffer mit einem pH-Wert von 3,3 getaucht. Erwachsenes
Hamoglobin A (HbA) l16st sich aus den Zellen heraus, wéhrend das saureresistente fetale
Hamoglobin (HbF) im Zellinneren verbleibt und fir 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-Wert 3,3

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

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

e Mikroskop

e Objekttrager, Deckglaser

e Farbegestell/Coplin-Farbetroge

e Wasserbad, 37 °C

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

Lagerung und Stabilitat

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

Die Citrat-Phosphat-Pufferlésung im Kuhlschrank 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
Loésungen 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 Losung kann wiederverwendet werden, sollte aber bei einer
unzureichenden Fixierung entsorgt werden.

Zerfall
Die saure Hamatoxylin-Lésung muss entsorgt werden, wenn die fiir eine angemessene Farbung
benétigte Zeit 8 Minuten Ubersteigt.

Vorbereitung

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

Die saure Hamatoxylin-Lésung, die Eosin B-Losung 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.

Anmerkungen

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-Objekttréger aus Nabelschnurblut in EDTA bis zu

1 Jahr bei =20 °C in einem verschlossenen Behalter aus Karton aufbewahrt werden kénnen.
EDTA-Negativkontrollen lassen sich jedoch nach einer Lagerung von mehr als 2 Monaten

bei -20 °C nicht mehr vollsténdig eluieren. Sie empfehlen, positive und negative Ausstriche auf
demselben Objekttrager zu praparieren, um so beim Ablesen der Testobjekttrager 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-Farbetrog 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 zéhlen).

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.
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Analytische Leistungsmerkmale Referenzen
Die Ergebnisse der analytischen Leistung fir die gegebenen Tests, die flr alle Zielstrukturen 1. Kleihauer E, Braun H, Betke K. Demonstration von fetalem Hamoglobin in den Erythrocyten
durchgefiihrt wurden, bestétigen eine 100%ige Sensitivitat, Spezifitdt und Wiederholbarkeit. 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.
Kat.- Beschreibung des Ziel Intra- Intra- Inter- Inter- 2. Shepard MK, Weatherall DJ, Conley CL: Semi-quantitative estimation of the distribution of fetal
Nr. Produkts Assay- Assay-  Assay- Assay- hemoglobin in red cell populations. Bull Johns Hopkins Hosp. 110:293, 1962.
Spezifitat Empfindlichkeit Spezifitat Empfindlichkeit 3. Oski FA, Naiman JL: Hematologic Problems in the Newborn, 2nd ed. Saunders, Philadelphia,
Citrat-Phosphat- Fetales 1972 62-63
2851 « : 3von 3 3von 3 3von 3 3von 3 1 PP- :
Puffer—lfonzentralt Hamoglobin 4. Technical Manual. American Association of Blood Banks, 9th ed. Arlington (VA), 1985, pp. 320-322.
285y Saure II:IuamatoxyIln- Kerne 3von 3 3von 3 3von 3 3von 3 5. Clayton EM, Feldhaus WD, Phythyon JM: The demonstration of fetal erythrocytes in the presence of
osung adult blood cells. Am J Clin Pathol. 40:487, 1963.
2853 Eosin B-Losung Hafre\Eallisbin 3von 3 3von 3 3von 3 3von 3 6. Barr JK, Shafer JA: Preparation and storage of control slides for fetal hemoglobin determination by
9 acid elution. Am J Med Technol. 42:54, 1976.
Wa rnungen und Gefahren 7. Seiverd CE: Hematology for Medical Technologist, 4th ed. Lea & Febiger, Philadelphia, 1973,
Aktuelle Risiko-, Gefahren- und Sicherheitsinformationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt und auf PP 511-512
der Produktkennzeichnung. Kontaktinformationen
285C: Um eine Bestellung aufzugeben, besuchen Sie bitte unsere Website unter SigmaAldrich.com. Fiir
den technischen Service besuchen Sie bitte die technische Service-Seite auf unserer Website unter
SigmaAldrich.com/techservice.
% Revisionshistorie
Rev. 4.0 2014
H319 Verursacht schwere Augenreizungen. Rev. 5.0 2016
Rev. 6.0 2023

H331 Giftig beim Einatmen. Sicherheitshinweis(e)

Die neue Vorlage mit aktuellem Branding wurde angewandt. In Verwendungszweck

P261 Einatmen von Nebel oder Dampf vermeiden. und VorsichtsmaBnahmen wurde die Nennung der gewerblichen Verwendung

P264 Nach der Handhabung die Haut griindlich waschen. hinzugefiigt. Uberarbeitung des Verwendungszwecks zur Angleichung an die
IVDR-Richtlinien. Materialsicherheitsdatenblatt wurde in Sicherheitsdatenblatt

P271 Nur im Freien oder an einem gut beliifteten Ort verwenden. gedndert. Kontaktinformationen wurden aktualisiert. Die Anweisung, CLSI fir die
Probenentnahme zu befolgen, wurde entfernt. EN 980 wurde gestrichen und in

P280 Tragen Sie einen Augenschutz/Gesichtsschutz. EN ISO 15223-1:2021 fiir Symbole gedndert. Kontaktinformationen fiir unerwiinschte

Ereignisse wurden hinzugefigt. Literaturhinweise wurden aktualisiert. Eine Tabelle zur
Revisionshistorie wurde hinzugefiigt. Warnungen und Gefahren hinzugefiigt. CH-REP-
Informationen wurden hinzugefiigt.

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

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

285D:

ok

H319 Verursacht schwere Augenreizungen.

H331 Giftig beim Einatmen. Sicherheitshinweis(e).

P261 Einatmen von Nebel oder Dampf vermeiden.

P264 Nach der Handhabung die Haut griindlich waschen.

P271 Nur im Freien oder an einem gut belufteten Ort verwenden.
P280 Tragen Sie einen Augenschutz/Gesichtsschutz.

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

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

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

nationalen Behoérde.
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Symbole gemaB der Definition in EN ISO 15223-1:2021
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Mode d’emploi

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’'hémoglobine feetale sont destinés a un « usage
en diagnostic in vitro ». Réservé a un usage professionnel. Cette procédure semi-quantitative
manuelle permet de détecter I'hémoglobine 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’'hémoglobine 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'hnémoglobine 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'hnémoglobine feetale vont se colorer, tandis que ceux qui ne contiennent
que de I'hémoglobine adulte apparaissent comme des « fantdmes ».

La technique sur lames pour mettre en évidence I'hémoglobine feetale en termes de sa résistance a
I"élution acide a été proposée a l'origine par Kleihauer et al.,* puis elle a plus tard été modifiée par

Shepard et al.? 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'némorragie foeto-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 a 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

Tampon citrate-ph e concentré (réf. 2851)
Citrate de sodium, 0,7 mol/l, et phosphate de sodium, 0,6 mol/l, chloroforme ajouté
comme conservateur.

Solution d’hématoxyline acide (réf. 2852)
Hématoxyline, certifiée, 1 g/l, C.I. 75290, sulfate d’ammonium et d’aluminium, 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

« 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 l'utilisation de microscopes et
d’autres équipements de laboratoire et possédant une perception des couleurs et une acuité visuelle
permettant de distinguer les couleurs ainsi que les autres objets au microscope.

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

Procédure

Prélevement des échantillons

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.

1l 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 prélévement 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
HDF. Les frottis sanguins ne sont pas stables et doivent étre testés immédiatement apreés

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 Shafer® 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 contréles négatifs prélevés dans de 'EDTA ne s’éluent pas complétement
aprés avoir été conservés 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 feetale (%)
A la naissance 50-90
< 2ans 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 |'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 |’eau du robinet 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 fantdmes, 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 de 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 feetal
dans la circulation sanguine maternelle.

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

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

Réf. Description du Cible Spécificité Sensibilité Sensibilité

produit intra-série intra-série inter-séries inter-séries
Tampon citrate- . .

2851 phosphate Herp(ggélltlnglne 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
concentré
Solution

2852  d’hématoxyline Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3

acide
2853 Solution d'éosine B emoglobine 3 3 3sur3 3sur3 3sur3

feetale

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:

ok

H319 Provoque une sévére irritation des yeux.

H331 Toxique par inhalation. Mention(s) de danger.

P261 Eviter de respirer les brouillards ou les vapeurs.

P264 Se laver la peau soigneusement aprés manipulation.

P271 Utiliser seulement en plein air ou dans un endroit bien ventilé.

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

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

ou un médecin.

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

facilement enlevées. Continuer a rincer.

285D :

ok

H319 Provoque une sévére irritation des yeux.

H331 Toxique par inhalation. Mention(s) de danger.

P261 Eviter de respirer les brouillards ou les vapeurs.

P264 Se laver la peau soigneusement aprés manipulation.

P271 Utiliser seulement en plein air ou dans un endroit bien ventilé.

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

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

ou un médecin.

P305 + P351 + P338 EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX : rincer avec précaution a 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.

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
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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.
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Sigma-Aldrich.

Istruzioni per I'uso

Kit emoglobina fetale

Procedura n. 285

MRRCK

q3

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 alla "diagnostica 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 con pH 3,3 a 37 °C. L'emoglobina A adulta (HbA) viene eliminata dalle
cellule, mentre I'emoglobina fetale (HbF), che & 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, cloroformio aggiunto 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 alla diagnostica in vitro in un ambiente di laboratorio clinico.

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

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

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

Procedura

Raccolta dei campioni

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. di cat. 2854) per ml
di sangue (1 goccia = 1 mg). Benché le miscele sangue-EDTA siano state ritenute soddisfacenti per
l'uso fino a 2 settimane se refrigerate,? preparare gli strisci entro 24 ore dalla raccolta di sangue in
ossalato.® Se i campioni provengono da un neonato, diluire il sangue con soluzione fisiologica allo
0,85%, poiché tali campioni hanno un elevato contenuto in 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
stabilizzati con EDTA non eluiscono completamente dopo essere stati conservati per piu di 2 mesi
a -20 °C. Questi ricercatori suggeriscono di preparare strisci positivi e negativi sullo stesso vetrino,
fornendo cosi contrasti chiari e rapidi come riferimento nella lettura dei vetrini oggetto di 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 o 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. 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 pit 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 in 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 pit 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, intensamente colorati presenti in circa 30 campi
e calcolare la media 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 anche solo 0,1 ml di sangue fetale
nella circolazione materna.

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
cat. prodotto intra.- intra\_- intel:—
Concentrato ]
2851 tampone fosfato Emggl:lglna 3su3 3su3 3su3 3su3
di citrato
Soluzione di h
2852 ematossilina acida Nuclei 3su3 3su3 3su3 3su3
2853 Soluzione di Emoglobina 3su3 3su3 3su3 3su3

eosina B fetale




Avvertenze e pericoli

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

285C:

ok

H319 Provoca grave irritazione oculare.

H331 Tossico se inalato. Consigli di prudenza.

P261 Evitare di respirare la nebbia o i vapori.

P264 Lavare accuratamente la pelle dopo I'uso.

P271 Utilizzare soltanto all'aperto o in luogo ben ventilato.
P280 Proteggere gli occhi/il viso.

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

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

285D:

ok

H319 Provoca grave irritazione oculare.

H331 Tossico se inalato. Consigli di prudenza.

P261 Evitare di respirare la nebbia o i vapori.

P264 Lavare accuratamente la pelle dopo I'uso.

P271 Utilizzare soltanto all'aperto o in luogo ben ventilato.
P280 Proteggere gli occhi/il viso.

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

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

Se durante I'utilizzo di questo dispositivo, o a seguito di questo, si € verificato un
grave incidente, segnalarlo al fabbricante e/o al suo rappresentante autorizzato e
alla propria autorita nazionale.

Definizioni dei simboli
Simboli da usare in conformita con la norma EN ISO 15223-1:2021

Fabbricante Numero di catalogo

Consultare le istruzioni per I'uso Codice del lotto

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

Mandatario nella Comunita
europea/Unione europea

Data di scadenza Dispositivo medico-diagnostico

in vitro
Limite di temperatura A Attenzione
Data di fabbricazione @ Importatore

Mandatario in Svizzera
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Recapiti

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

Cronologia delle revisioni

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

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

EN 980 con quella della norma EN ISO 15223-1:2021 per i simboli. Aggiunti recapiti da
contattare in caso di eventi avversi. Aggiornata la bibliografia. Aggiunta la cronologia
delle revisioni. Aggiunta la sezione "Avvertenze e pericoli". Aggiunta informazione per
Mandatario in Svizzera.
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Instrucciones de uso

Kit de hemoglobina fetal

Procedimiento n.° 285

MRRCK
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Uso previsto

Los reactivos de hemoglobina fetal estéan destinados al uso como tincion histoquimica general
de laboratorio para la deteccion por elucién acida de la hemoglobina fetal en frotis sanguineos.
Los reactivos de tincion de hemoglobina fetal son para “uso diagnéstico 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 elucion
acida. Cuando las extensiones de sangre se sumergen en amortiguador &cido, 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
elucién 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, debidamente secadas vy fijadas, 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 microscépico.

Reactivos

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

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

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

Material especial necesario pero no suministrado

e Microscopio

¢ Portaobjetos para microscopio, cubreobjetos

« Gradilla de tincion/frascos Coplin

e Bafio de agua a 37 °C

e 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 refrigerador (2-8 °C).
Descartar si hay evidencias de crecimiento microbiano.

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

Conservar la solucién de hematoxilina acida y la solucion 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 solucidn 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 solucién de eosina B y el fijador de etanol estan listos para su uso.

Precauciones

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

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

Procedimiento

Recogida de la muestra

Todas las muestras deben estar claramente etiquetadas. Se deben utilizar instrumentos adecuados
para la obtencién y preparacion de muestras. Siga las instrucciones de uso del fabricante.

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

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, utilice 1-2 gotas de solucién 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 estan 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 solucion salina al 0,85 %, ya que estas muestras
tienen un alto contenido de HbF. Las extensiones de sangre no son estables y deben ser analizadas
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 corddn umbilical en EDTA pueden
conservarse hasta 1 afio a -20 °C, en una caja de carton sellada. Sin embargo, los controles
negativos de EDTA no se eluyen completamente después de ser 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
o0 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 cordén
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 después de 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 numero total de eritrocitos por
campo.
Los resultados se presentan como el porcentaje de HbF presente.

Segun 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.° de Descripcion del  Objetivo pecificidad ibilidad pecificidad ibilidad
cat. producto intraensayo intraensayo interensayo interensayo
Concentrado
de solucién .
2851 amortiguadora Hemoglobina 3de3 3de3 3de3 3de3
fetal
con fosfato y
citrato
Solucién de
2852 hematoxilina Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3
4cida
Solucién de Hemoglobina
2853 eosina B fotal 3de3 3de3 3de3 3de3
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Advertencias y peligros

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

285C:

ok

H319 Provoca irritacion ocular grave.

H331 Toxico en caso de inhalacién. Declaracion de precaucion

P261 Evitar respirar nieblas o vapores.

P264 Lavarse cuidadosamente la piel después de la manipulacion.
P271 Utilizar Unicamente en exteriores o en un lugar bien ventilado.
P280 Usar equipo de proteccidn para los ojos/la cara.

P304 + P340 + P311 EN CASO DE INHALACION: Transportar a la victima al exterior y mar)tenerla
en reposo en una posicién confortable para respirar. Llamar a un CENTRO DE INFORMACION
TOXICOLOGICA o a un médico.

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

285D:

ok

H319 Provoca irritacion ocular grave.

H331 Toxico en caso de inhalacion. Declaracion de precaucion.
P261 Evitar respirar nieblas o vapores.

P264 Lavarse cuidadosamente la piel después de la manipulacion.
P271 Utilizar Unicamente en exteriores o en un lugar bien ventilado.
P280 Usar equipo de proteccion para los ojos/la cara.

P304 + P340 + P311 EN CASO DE INHALACION: Transportar a la victima al exterior y mantenerla
€n reposo en una posicién confortable para respirar. Llamar a un CENTRO DE INFORMACION
TOXICOLOGICA o a un médico.

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

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

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

“ Fabricante Numero de catdlogo

Consultar instrucciones de uso Cédigo de lote

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

Representante autorizado en la
Comunidad Europea/Unién Europea
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. Dispositivo médico de diagndstico
Fecha de caducidad in vitro
Limite de temperatura A Precaucién
Fecha de fabricacion % Importador

E Representante autorizado en Suiza
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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, som ggr det muligt at differentiere fosterhaemoglobin

fra voksenhamoglobin. Blandt disse er fosterhaemoglobins (haemoglobin F) resistens 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 korrekt tgrret og
fikseret, i en citratbuffer med pH 3,3 ved 37 °C. Voksenhamoglobin A (HbA) skylles ud af cellerne,
hvorimod fosterhzemoglobin (HbF), som er syreresistent, 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, CI 75290, aluminiumammoniumsulfat, natriumiodat og
stabilisatorer, pH 3,3.

Eosin B-oplgsning (kat.nr. 2853)

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

Saerlige materialer, som er pdkraevede, 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.

Forberedelse

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 professionel brug udfert af kvalificeret personale. IVD'er fra Sigma-Aldrich
kan benyttes af laboratoriepersonale, som er uddannet til at h&ndtere potentielt smittefarlige humane
prover, bruge mikroskoper og andet laboratorieudstyr og har en farveopfattelse og synsstyrke, som
ggr dem i stand til at skelne mellem farver og andre genstande under et mikroskop.

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

Procedure

Prgveindsamling

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 kvalitetskontrolformal 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 kontroller i EDTA eluerer dog ikke fuldsteendigt efter at have veeret opbevaret i mere end

2 méneder ved -20 °C. Disse forskere foreslar, at positive og negative udstrygninger forberedes p& det
samme objektglas, hvilket giver klare og hurtige kontraster som reference ved aflaesning af objektglas.

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. Fikser objektglassene ved at nedsaenke 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 undgd 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-Aldrich teknisk service for at f& assistance, hvis de observerede resultater afviger fra
de forventede resultater.

Analytiske praestationskarakteristika

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

Kat. Produkt- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. beskrivelse inden for inden for mellem mellem
analyse analyse analyser analyser
" Foster-
Citratfosfatbuffer-
2851 Koncentrat haem.og— 3af3 3af 3 3af3 3af 3
lobin
Sur haematoxylin-
2852 oplgsning Kerner 3af3 3af3 3af3 3af3
Foster-
2853 Eosin B-oplgsning hamog- 3af3 3af3 3af3 3af3
lobin

Advarsler og farer

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

285C:
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H319 For8rsager alvorlig gjenirritation.

H331 Giftig ved indanding. Sikkerhedssaetning(er)
P261 Undg8 indénding af tage eller dampe.

P264 Vask huden grundigt efter brug.

P271 Brug kun udendgrs eller i et rum med god udluftning.



2-DK

P28 Beer gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

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

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

285D:

b

H319 For8rsager alvorlig gjenirritation.

H331 Giftig ved inddnding. Sikkerhedssaetning(er)

P261 Undgd ind&nding af tage eller dampe.

P264 Vask huden grundigt efter brug.

P271 Brug kun udendgrs eller i et rum med god udluftning.
P28 Beer gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

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

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

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

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

Producent Katalognummer

Batchkode

Se brugsanvisningen

Autoriseret repraesentant i Den Europeeiske Unions
Det Europeeiske Fzellesskab/ c E overensstemmelseserklaering
Den Europeeiske Union (defineret i IVDR 2017/746)
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Bruksanvisning

Fosterhemoglobin-sats

Forfarande nr. 285
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Avsedd anvandning

Fosterhemoglobin-reagenser ar avsedda att anvandas som en allmén histokemisk

fargning i laboratoriet for faststéllning av syraeluering av fosterhemoglobin i blodutstryk.
Fosterhemoglobinfargnings-reagenser ar avsedda for in vitro-diagnostiskt bruk. Endast for
yrkesmassigt bruk. I detta manuella, semikvantitativa férfarande detekteras fosterhemoglobin i
erytrocyter frdn humana blodutstryksprover.

Framsteg inom tekniker for proteinisolering och karakterisering ledde till upptackten att

det finns flera sarskiljande egenskaper som gér det mojligt att skilja fosterhemoglobin fran
vuxenhemoglobin. Bland dessa &r fosterhemoglobinets (hemoglobin F) motst&ndskraft mot
syraeluering. Nar blodutstryk till exempel nedsénks i syrabuffert elueras vuxenhemoglobin frdn
erytrocyterna, medan fosterhemoglobin inte gor det. Om blodutstryk behandlas p& detta satt
och dérefter fargas kommer erytrocyter med hemoglobin F att ta upp fargningen, medan de som
endast innehaller vuxenhemoglobin visas som “spoken”.

Objektglastekniken for att demonstrera fosterhemoglobin med avseende p& dess motstandskraft
mot syraeluering foéreslogs ursprungligen av Kleihauer et al.,* och modifierades senare av Shepard
et al.2 Den Sigma-producerade representerar en ytterligare forbattring av detta tillvagag8ngssatt
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,
innehallande anti-Rh(D) som ska administreras, berdknas genom att bedéma omfattningen av
fetomaternell blédning.*

Enligt beskriven teknik nedsénks blodutstryk, som har torkats och fixerats ordentligt,

i en citratbuffert pH 3,3 vid 37 °C. Vuxenhemoglobin A (HbA) I6ses ut ur cellerna, medan
fosterhemoglobin (HbF) som &r syraresistent, forblir intracelluldrt och kan fargas for
mikroskopisk undersokning.

Reagenser

Citratfosfatbuffertkoncentrat (kat.-nr. 2851)

Natriumcitrat, 0,7 mol/I, och natriumfosfat, 0,6 mol/l, kloroform tillsatt som konserveringsmedel
Sur hematoxylinlésning (kat.-nr. 2852)

Hematoxylin (certifierat), 1 g/I, C.I. 75290, aluminiumammoniumsulfat, natriumjodat och
stabiliseringsmedel, pH 3,3

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

Eosin B, 0,1 %, vattenlésning, C.I. 45400. Natriumazid, 0,1 %, tillsatt som konserveringsmedel

Sarskilt materiel som krévs men inte tillhandahalls

e Mikroskop

e Objektglas, tackglas

e Fargstall/Coplin-burkar

s Vattenbad, 37 °C

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

Férvaring och hallbarhet

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

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

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

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

Férsamring
Kassera sur hematoxylinlésning nér tiden som kravs for lamplig fargning 6verstiger 8 minuter.

Beredning

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

Sur hematoxylinlosning, eosin B-l6sning och etanolfixeringsmedel &r klara att anvandas.

Férsiktighetsatgérder

Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik ar 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 frén Sigma-
Aldrich fér anvéndas av laboratoriepersonal som ar utbildad i hantering av humanprover som kan
vara smittsamma, anvdndning av mikroskop och annan laboratorieutrustning samt har tillrackligt
bra fargseende och synskéarpa for att kunna urskilja farger och andra féremé&l under mikroskop.

Folj sedvanliga forsiktighetsatgarder 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 vavnadsprover betraktas som potentiellt smittsamma.

Antingen kapillart eller vendst blod kan anvandas. Kapillart blod kan éverféras direkt till ett rent
objektglas. Venost blod ska laggas till ett rér som innehéller EDTA eller oxalat. For enkelhetens skull
bér du anvéanda 1-2 droppar 2 % EDTA-I6sning (kat.-nr. 2854) per ml blod (1 droppe = 1 mg).
Blod-EDTA-blandningar har rapporterats vara lampliga for anvandning i upp till tva veckor i
kylsk8p.2 Utstryk bér dock &nda forberedas inom 24 timmar frén blod som samlats in i oxalat.’

Nar prover frdn en nyfodd anvénds rekommenderas att blodet spads med 0,85 % koksaltlosning,
eftersom sddana prover har en hog halt av HbF. Blodutstryk &r inte stabila och méste testas
omedelbart efter beredning.

Anmarkningar

For kvalitetskontrollsandamal rekommenderas att blod frén en normal vuxen (HbA) och frén en
nyfoédd eller ett spadbarn (HbF) inkluderas i varje serie av tester. Barr och Shafer® rapporterar att
fixerade positiva kontrollobjektglas frdn navelstrangsblod i EDTA kan bevaras i upp till 1 8r vid

-20 °Ci en forseglad kartong. Negativa kontroller med EDTA elueras dock inte helt efter att ha lagrats
i mer &n tvd manader vid -20 °C. Dessa utredare féresl&r att man forbereder positiva och negativa
utstryk pd samma objektglas, vilket sdledes ger tydliga och snabba kontraster som referens vid
lasning av testbilder.

Normalintervall’

Rlder Fosterhemoglobin (%)
Vid fédseln 50-90

<238r 0-4

>28r 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 (navelstrdngsblod) 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 forvarmd citratfosfatbuffertlésning vid 37 °C i
5 minuter. Ror om efter 1 och 3 minuters nedsénkning. Graden av omrdrning kan varieras for
att uppnd de mest 6nskvéarda resultaten. Skolj noggrant med destillerat vatten och lufttorka
helt for att undvika flackar.

5. Féarga objektglasen i 3 minuter i sur hematoxylinldsning. Skolj objektglasen noggrant med
destillerat vatten och skaka av éverflodigt vatten.

6. Motférga objektglasen i 4 minuter i 0,1 % Eosin B-l6sning. Skélj noggrant med destillerat
vatten och lufttorka.

7. Placera torrt tackglas p8 objektglaset och undersok med oljeimmersion (1 000X). Franvaron
av HbF syns genom nérvaron av spokceller medan bibeh8llen HbF gér att celler ser ljusréda
ut. Applicera inte olja direkt p& objektglaset. (Obs! 400X forstoring kan anvéndas, men det
resulterande storre faltet kan vara svarare att rakna.)

Prestandaegenskaper

Andelen erytrocyter som innehaller fosterhemoglobin kan beraknas pa flera satt. Nar man studerade
bevis for HbF-innehdllande celler i maternellt blod rekommenderade Oski och Naiman? féljande:

1. Ré&kna totalt antal erytrocyter i fem félt och bestdm det genomsnittliga antalet per falt.
2. Rakna totalt antal djupt fargade erytrocyter som inneh&ller HbF i ungefar 30 falt och bestam
det genomsnittliga antalet per falt.
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 fr@n de
forvantade resultaten.

Analytiska prestandaegenskaper

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

Kat.- Produktbeskriv- Mal Specifici- Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. ning tet inom inom mellan mellan
analys analys analyser analyser
Citratfosfat- Foster-
2851 pyffertkoncentrat hemoglobin 3avs 3avs 3avs 3avs
Sur hematoxylin- N

2852 lésning Kérnor 3av3 3av3 3av3 3av3
2853  Eosin B-losning . _Foster 3av3 3av3 3av3 3av3

hemoglobin

Varningar och faror

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

285C:

S

H319 Orsakar allvarlig 6gonirritation.

H331 Giftigt vid inandning. Skyddsangivelse(r)
P261 Undvik att andas in dimma eller &ngor.
P264 Tvatta huden noggrant efter hantering.

P271 Anvand endast utomhus eller i ett vélventilerat utrymme.



P280 Anvand 6gonskydd/ansiktsskydd.

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

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

285D:

b

H319 Orsakar allvarlig 6gonirritation.

H331 Giftigt vid inandning. Skyddsangivelse(r)

P261 Undvik att andas in dimma eller &ngor.

P264 Tvatta huden noggrant efter hantering.

P271 Anvéand endast utomhus eller i ett valventilerat utrymme.
P280 Anvand 6gonskydd/ansiktsskydd.

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

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

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

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

Tillverkare Katalognummer

Se bruksanvisningen Batchkod

Auktoriserad representant i EU-férsdkran om

Europeiska gemenskapen/ c E Overensstammelse (definieras i
Europeiska unionen IVDR 2017/746)

m Medicinteknisk produkt fér in vitro-

Utgangsdatum diagnostik

Importér

Temperaturgréns A Forsiktighet

Tillverkningsdatum

Anger den auktoriserade
CH A .
-E representanten i Schweiz
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Kontaktuppgifter

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

Kit de Hemoglobina fetal

Procedimento N.© 285

MRRCK

q3

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 diagnéstico
in vitro”. Apenas para utilizagdo profissional. Este manual, procedimento semi-quantitativo, deteta
hemoglobina fetal em eritrécitos 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 eluigdo 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 ndo acontece com a hemoglobina fetal. Se
os esfregagos de sangue forem tratados desta maneira e posteriormente corados, os eritrocitos
com hemoglobina F ocupardo a coloragdo, enquanto que os que contém apenas hemoglobina adulta
aparecem como "fantasmas".

A técnica de l1dmina 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 reagoes
imunitarias aos globulos 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 esfregacos de sangue, que foram devidamente secos e
fixados, sdo imersos num tampéo citrato de pH 3,3 a 37 °C. A hemoglobina A adulta (HbA)
dissolve-se das células, enquanto que 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 sédio, 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, iodatos de sédio e
estabilizadores, pH 3,3

Solugéo de Eosina B (N.° de cat. 2853)
Eosina B, Solugdo aquosa a 0,1%, C.I. 45400. Azida de sddio, 0,1%, adicionada como conservante

Materiais especiais necessarios mas néo fornecidos

¢ 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 Tamp&o fosfato-citrato no frigorifico (2-8 °C). Eliminar se houver
evidéncias de crescimento microbiano.

Conservar a Solugdo de Tampéo 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 Solugdo de Eosina B a temperatura ambiente
(18-26 °C). As solugdes podem ser reutilizadas se forem conservadas em frascos de coloragdo
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 nédo
for adequada.

Deterioragao

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 &gua.

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

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

Procedimento

Colheita de amostras

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 infecciosos.

Pode ser utilizado sangue capilar ou venoso. O sangue capilar pode ser transferido diretamente para
uma ldmina de microscépio 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 satisfatérias 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 solugéo 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 preparagdo.

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 laminas 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 n&o eluem completamente ap6s serem 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 de 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 microscépio limpas e rotuladas, efetuar esfregagos de sangue fino.
Preparar laminas 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 Tampéo fosfato-citrato
pré-aquecida a 37 °C durante 5 minutos. Agitar apds 1 e 3 minutos de imersdo. O grau
de agitagdo pode ser variado para alcangar os resultados mais desejaveis. Enxaguar
cuidadosamente com &gua destilada e secar ao ar completamente para evitar artefactos
na coloragdo.

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

6. Efetuar a contracoloragdo durante 4 minutos com a Solugdo de eosina B a 0,1%. Enxaguar
cuidadosamente com &gua 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 éleo 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 vérias formas.

Ao estudar evidéncias de sangue materno de células contendo HbF, Oski e Naiman® recomendaram
0 seguinte:

1. Contar o nimero total de eritrocitos 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 eritrécitos HbF com base no nimero total de eritrocitos por campo.
Os resultados sdo relatados como a percentagem de HbF presente.

Segundo Oski e Naiman? este método é 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 Especificidade Sensibilidade Especificidade Sensibilidade
cat. produto intraensaio intraensaio interensaio interensaio

Concentrado Hemoglobina
2851 de Tampdo 9 3de3 3de3 3de3 3de3

: fetal
fosfato-citrato
Solugéo de
2852 Hematoxilina Ndcleos 3de3 3de3 3de3 3de3
4cida

2853 Solugdo de  Hemoglobina 3de3 3de3 3de3 3de3

Eosina B fetal
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Avisos e Perigos

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

285C:

ok

H319 Provoca irritagdo ocular grave.

H331 Toxico por inalagdo. Frase(s) de prudéncia

P261 Evitar respirar as névoas ou vapores.

P264 Lavar a pele cuidadosamente apés manuseamento.
P271 Utilizar apenas ao ar livre ou em locais bem ventilados.
P280 Usar protegdo ocular/protegéo facial.

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

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

285D:

S

H319 Provoca irritagdo ocular grave.

H331 Toxico por inalagdo. Frase(s) de prudéncia

P261 Evitar respirar as névoas ou vapores.

P264 Lavar a pele cuidadosamente apds manuseamento.

P271 Utilizar apenas ao ar livre ou em locais bem ventilados.

P280 Usar protegdo ocular/protegdo facial.

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

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

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

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

M Fabricante NUmero de catdlogo

Cddigo do lote

[:E] Consultar as instrugdes
de utilizagdo

Representante autorizado
na Comunidade Europeia/ c
Unido Europeia

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

L
€
A

. Dispositivo médico para diagndstico
Data de validade in vitro
Limite de temperatura Atengéo
Data de fabrico % Importador

Indica o Representante Autorizado
CH ,
[on [rer] ciica
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Informacgdes de contacto

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

KIT egBpUiknG aigoo®aipivng

Aiadikaoia ap. 285

MRRCK

q3

MpoopiZopevn xprion

Ta avmidpacTrpia eLPPUIKAG aIHoo®aipivng NpoopifovTal yia Xpron g YEVIKN EpyacTnpiakn
IGTOXNHIKI XPWan YIa TOV NPocdIopIoHo TNG EURPUIKNAG aldoapalpivng oe eniXpiopara aipatog HEow
0EIvnG €khouanc. Ta avTidpaaTrpid Xpwaong EPBPUIKNAG aipoo@aipivng npoopifovTai yia «in vitro
diayvwaoTiKr Xxpnon». MNa enayyeApaTikn Xpnon povo. AUTh n KN autoparn, nUi-nocoTikr diadikacia
aviXVeUEl TNV eURPUIKN aipoo®aipivn o pubpokUTTapa SelyHaTwy eniXpiopaTog avepwnivou aipaTog.

O1 Npd0d0oI OTIG TEXVIKEG AMOPOVWONG Kal XapakTnpIopoU Twv NpwTeivav 0dfynoav otnv avakaluyn
OTI UNAPXOUV APKETEG IDIOTNTEG JIAKPIONG Mou KaBioTouv duvatr Tn diapopornoinan TG EMBPUIKNG
aioo®aipivng and Tnv aigoopaipivn Twv evnAikwv. Metagl autwv gival n avroxr TnNG uRPUIKNG
aioopaipivng (aipoagaipivn F) atnv 0&ivn ékAouon. MNa napadeiypa, 6Tav Ta enixpiopara aiparog
gupanTifovTal og puBUIOTIKO dlAAUpa 0EE0G, N aloo®aipivn Twv evnAikwv ekAoUETal ano Ta
£pUBPOKUTTAPA, EV® N EUBPUIKN aipoogaipivn oxi. Eav Ta enixpiopara aigatog urnopAnBolv oe
£NEEEPYATia Pe AUTOV TOV TPOMO Kal KATOMIV OE XpWaon, Ta puBPOKUTTApa nou €xouv aigoapaipivn F 8a
XPWHATIOTOUV, EVG) AUTA MOU MEPIEXOUV HOVO AIHOo@alpivn evnAIKwV eu@avifovTal wg «pavracuarta».

H TEXVIKI QVTIKEIHEVOPOPWY YIa TNV avayvmpion Tng EURPUIKNG aipoopaipivng Ue Baasn tTnv avroxn
NG oTnV O0§Ivn €kAouon NpoTabnke apxika anod Toug Kleihauer et al.,! kar apyodTepa Tpononoinenke
ano Toug Shepard et al.2 To npoidv TNG Sigma avTinpoowneUEl Pia NEPAITEPW BEATIWON AUTAG TNG
NpPOCEYYIoNG, ONWG Neplypagetal and Toug Oski kar Naiman.?

S€ NepINTWOEIG acupBaToTnTag Rh, yiveral oAogva Kai GuXVOTEPN N KATAGTOAN TWV AVOCGOAOYIK®V
avTIdPACEWV aTa EpUBPA AIPOCPaAipIa NoU EICEPXOVTAl OTN UNTPIKM KUKAOGOpPIa and To €UBpuo.

H nocdTnTa Tng €181KNAG y-opaipivng, n onoia nepiexel To avti-Rh(D) nou npokeital va xopnynoei,
unoAoyiletal agloAoywvTag To pEyeBOG TNG aidoppayiag epBpuou-pnTépag.*

SUPPWVa PE TNV NEPIYPAPEITa TEXVIKN, Ta ENIXPICUATA AiPATOG, TA OMOIa €XOUV OTEYVWOE! Kal
HoviponoinBei Je Tov KataAAnAo Tpono, eppanTifovTal o pUBUICTIKO SIAAUNA KITPIKWV HE pH 3,3
aToug 37 °C. H aipoopaipivn evnAikwv A (HbA) diaAUeTal €§w and Ta kKUTTapa, eve n ePRpUikn
aipoopaipivn (HbF), nou eivar avBekTIKr oTa 0&a, napapével eVOOKUTTAPIKN Kal MMopEi va
XPWHATIOTEI YIa HIKPOOKOMIKN €EETATN.

AvTIdpaocThpia

ZUpNUKVOHa puBHIOTIKOU S1IaAUNATOG KITPIKOV PWOPOPIK®OV (Ap. KaTaAdyou 2851)
KiTpikd varpio, 0,7 mol/L, kai @wo@opikd vaTpio, 0,6 mol/L, XAwpo@dpuio nou npoaTibeTal
WG OUVTNPNTIKO

'O&Ivo diaAupa aipato§uAivng (Ap. kaTaldyou 2852)
Aipato&uAivn, nigtonoinpévn, 1 g/L, C.I. 75290, Benkd apyiio appwviou, 103IKG vATPIO Kal
orabeponoinTég, pH 3,3

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

Eid1ka UAIKG nou anairouvTal aAAd dev napexovTai

e MIKPOOKOMIO

e AVTIKEIJEVOPOPOI HIKPOOKOMIOU, KAAUNTPIOEG

e Baon xpwong/Aoxeia Coplin

e YdatohouTtpo, 37 °C

e MoviponoinTikd aiBavoAng (Ap. kataAoyou 2858) 80% v/v alBUAIK GAKOOAN

®UAaEn kal oTabepoTnTa

DUAACOETE TO CUPNUKVWHA PUBHICTIKOU dIaAUHATOG KITPIKQV PWOPOPIKWY 0TO Wuyeio (2-8 °C).
AMoppiYTE EAV UNAPXOUV EVOEIEEIG avAnNTUENG HIKPORIWV.

DUAACOETE TO PUBIOTIKO SIAAUNA KITPIKOV QWOPOPIKMY aTO Yuyeio (2-8 °C). ZTabepo yia 2
£BOOPAdEG. XPNTILOMOINOTE PPECKO UNOMOAAANAACIO KABE pEpa. ANoppiYTe EAV UNAPXOUV EVIEIEEIG
avanTugng pIKpoBiwv.

duAaooeTe To O0&Ivo didAupa aipato§uAivng kai To didAupa nwoivng B o Beppokpacia dwuartiou
(18-26 °C). Ta diaAuparta pnopoUlv va enavaxpnaoiponoinbouv, eav GUAACCOVTAl OE EPUNTIKA
oppayiopéva doxXEia Xpwong og NHIPWG.

To poviponoinTikd ailBavoAng npenel va QUAGooeTal o Beppokpacia dwpatiou. PUAACCETAl EPUNTIKA
oPPAayIoPEVO Kal WG EUPAEKTO UYpO. To SIGAuKa Wnopei va enavaypnaoiygonoindei, aAAa 8a npéner va
anoppipBei €av n Povigonoinon dev gival ENAPKNG.

AN\oiwaon

AnoppiyTe To 0&IVO dIAAUMa aidaToEuAivng, 0Tav o XpOVOG NoU anaiTeiTal yia TNV KataAAnAn xpwaon
unepPaivel Ta 8 AenTa.

Mapaokeun

To puBPIGTIKO BIAAUNA KITPIKOY GWOPOPIK®Y NAPACKEUAZETAl ApAIQGVOVTAG 1 OYKO GUHNUKVOHATOG
PUBHIOTIKOU JIaAUHATOG KITPIKOV PWIPOPIKWV UE 9 OYKOUG VEPOU.

To oEl\{o SiaAupa aipgaTto&uAivng, To diaAupa nwaoivng B kai To povigonoinTikd aiBavoAng eival €Toipa
yia xpnon.

MpopuAdageig

AuTa Ta BonGnuaTo IVD npoopigovTal yia in vitro diayvwaTikn Xprion o€ nsplBa)\)\ov KAIVIKOU
epyaaTnpiou. Auta Ta Bonbripata IVD npoopilovTal yia enayyeAudTikn xpAaon povo and
£EeIDIKEUPEVO MPOowNIKO. Ta BondnuaTa IVD Tng Sigma-Aldrich pnopouv va xpnaoiponoloUvTal ano
£pYAOTNPIAKO NPOCWMIKO TO OMOI0 €ival EKNAISEUHEVO va XeIpileTal avBpwniva deiypata nou Pnopei
va gival JOAUCPATIKA, va XPNOIKOMOIEI HIKPOOKOMIa Kal AAAOV £pyacTnpiakd eE0NAICHO Kal JIaBETel
avTiAnwn TV XpWHATWV Kal onTIKr 0§UTNTA Yia va dIaKpPiVEl Ta XpWHATa Kal AAAd avTIKEIPeVa KATw
ano To HIKPOOKOmMIO.

MNpénel va akoAouBouvTal ol GUVABEIG NPOPUAGEEIG KATA TOV XEIPICHO EPYATTNPIAK®OV
avTidpaoTnpiwv. AnoppiyTe Ta andBAnTa TNpwvTAg 6AoUG Toug TomikoUg, NoAITelakoug,
nepIpePeIakoUg f €BVIKOUG Kavoviopoug.

Aladikacia

SuAhoyn delypaTwyv

'OAa Ta deiypara npénel va GEpouv aagn enicnuavaon. Mpénel va xpnaoiponoloUvTal KataAAnAa
opyava yia TN Afyn Kai Tnv npogToipaacia delydaTwyv. AKOAOUBNGOTE TIG 0dnYieg Xprong Tou
KATAOKEUAOTN.

Kapia yvwoTn péBodog dokipaaciag dev pnopei va npoa@épel nAnpn diaBeBaiwon OTI Ta deiyparta
aipaTog 1) 10Tou dev Ba peTadwaouv Aoipwén. Enopévwg, OAa Ta napaywya aipgatog n Ta deiypara
10TOU Ba npénel va BewpouvTal wG duvnTIKA HOAUCUATIKA.

Mnopei va xpnaoiponoinBei eite TPIXOEISIKO €iTe PAEPIKO aipa. To TPIXOEIDIKO aipa Ynopei va
HeTapepOei aneubeiag oe Wia KaBapr avTIKEILEVOPOPO WIKPOTKOMiou. To GAERIKO aipa npener va
npooTebei oe €va owAnvapio nou nepiexel EDTA ) 0EaAika. Ma eukoAia, XpnaoidonoInaTe

1-2 grayoveg diaAlpaTtog 2% EDTA (Ap. kataAdyou 2854) ava mL aipartog (1 orayova = 1 mg).
MapoAo nou Ta peiypdaTa aipatog-EDTA €xouv avagepBei 0TI €ival IKAVOMoINTIKA yia Xprion €wg

Kal 2 Bdopadeg 6Tav GUAGOTOVTAl OE WUYEID.? Ta eniXpiopaTta npénel va napackeualovral eviog

24 wpwv ano aipa nou cUAAEyeTal oe 0§aAika.’ ‘OTav XpnaoiponoloUvTal deiydaTa anod To VEOYEVVNTO,
QUVIOTATAl N apaiwon TOU aipaTog Pe PUaIoAoyIKO opo 0,85%, kaBwg TéTola deiypata EXouv uwnAn
nepiekTIKOTNTA o€ HbF. Ta enixpiopaTa aipatog dev eival oTaBepd Kal NPENEl va EAEYXOVTAl AUECWG
HETA TNV NApackKeun.

2NMHEIWOEIG

Ia AOyoug noloTIkoU eAEyXou, OUVIOTATAl va cupnepiAayBaverai aipa ano évav uyin eviiika (HbA)
Kal ano éva veoyévvnto N Bpepog (HbF) og kabe oeipd dokigaciwv. O1 Barr kal Shafer® avapépouv
OTI OI HOVIHOMOINMEVEG BETIKEG AVTIKEIMEVOPOPOI EAEYXOU ano aipa oppaliou Awpou o EDTA
HnopoUv va diatnpnBolv €wg Kal 1 €ToG oToug -20 °C, e OPPAYIOUEVO XAPTOKIBWTIO. QaTOCO,

0l apVNTIKEG AVTIKEILEVOPOPOI EAEyXou o EDTA dev ekAolovTal MANpwG eav €xouv GuAayBei yia
NEPICOOTEPOUG anod 2 pnveg atoug -20 °C. O1 ev AOyw EPEUVNTEG NPOTEIVOUV TNV NAPATKEUT BETIKQV
Kal apvnTIKQV EMIXPICHATWV OTNV id1a AVTIKEIHEVOPOPO, ENITUYXAVOVTAG £TCI 0APN Kal ypriyopn
avTiBeon wg avagopd KaTta TNV EPUNVEIA TWV AVTIKEIMEVOPOPWY dOKINATIAG.

®uoioAoyiko eUpog’

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

Aladikacia

1. To puBpIoTIKO SIGAUNA KITPIKOV GwoPopik®y Ba npénel va BeppavBei oToug 37 °C oe doxeio
Coplin /) TpuBAio xpwong.

2. Xpnolponoimvrag kaBapeg avTIKEINEVOPOPOUG HIKPOOKOMIOU HE EMIONHavon, dnUIoupynoTe
AEnTa enixpiopara aipatog. MapaokeuaoTe avTiKeINEVoPopoug EAEMXOY pe aipa BeTikd oe HbF
(aipa op@aiiou Awpou) Kai aipa uyl0UG EVAAIKA. STEYVMOOTE OTOV aépa yia nepinou 10 Aentd.

3. Movu.mnomcrre TIG avnxsmevoqpopouq epBanﬂ(owaq o€ poviponoinTikd ailBavoAng yia 5 Aenta,
EenAUvVeTe KNG P veEPO Bpuong Kal OTEYVOOTE OTOV agpa.

4. EppanTioTe TIG avTIKEIpEVOPOpouGg AOKIMASIAS kai EAEFXOY og npoBepuacpévo pubpioTiko
SIAGAUPA KITPIK®Y pWOPOPIKWV 0Toug 37 °C yia 5 AenTtd. AvadeuoTe petd ano 1 kai 3 Aenta
eppanTiong. O Babuog avadeuong pnopei va noikiAAel yia va enireuxBolv Ta nio embupnTa
anoTeAéopata. ZenAUVETE KAAA PE ANECTAYHEVO VEPO Kal OTEYVWOTE EVTEAMG OTOV A€Pa yia va
ano@UYETE TEXVOUPYNAHATA xpd)or]q

5. Xpmpano‘re TIG ovnxemsvoq)opouq yia 3 Aenta oe 6EIvo 6|o)\upa mpom&u)\lvnq ZenAlveTe
KaAa TIg ovnxelpevoqmpoug JE aneoTaypévo vspo Kal TIVGETE TO eMINAEOV VEPO.

6. [paypaTonolnaTe avTiXpwon TWV AVTIKEIHEVOPOPWYV Yia 4 AenTd o€ 1aAupa nwaoivng B 0,1%.
ZenAUVETE KaAA pe aneu—raypévo VEPO Kal OTEYVWOTE OTOV Agpa.

7. Tonoﬁsmcrre oTavvn kaAunTpida otV avnxsmsvoq)opo Kal s&emc-rs m™m xpr]mponmmvmg
suBanTlan og Aadi (1000X). H anouaia HbF eival epq;avng and Tnv napoucia Kuwapmv—
pavTaopara, eve n diatnpoupevn HbF kavel Ta KUTTapa va epepavifovrar He EVToVo KOKKIVO.
Mnv anAmveTe Aad1 aneubeiag oTnV avTiKeIueVoPOpo. (Enpeiwon: Mnopei va xpnoiponoinBei
n peyéBuvon 400X, aAAa To HeyaAUTepo nedio NOU NPOKUNTEN PNOPEi va gival nio dUOKoAo va
HETpNOEi.)

XapakTnpioTika andédoong

H avaloyia Twv epuBPOKUTTAPWV MOU NEPIEXOUV EUPPUIKN alooPaipivn UNopei va unoloyioTei Pe
d1Gpopouc TpOMouG. Kata Tn PeAETN evBEiEEwV OTO a@ija TNG PNTEPAG yia KUTTApa nou nepIEXOUV
HDbF, o1 Oski kai Naiman? cuveoTnoav Ta €§ig:

1. Métpnon Tou ouvoAikoU apiBpol Twv epuBpoKUTTApWV o€ 5 nedia kal Npoadiopioud Tou PETOU
apiBuou ava nedio
2. MsTpr]or] TOU aplepou TwV évrova xpmpoﬂopevmv spuepOKUTTapmv nou nepiéxouv HbF og
nepinou 30 nedia Kai npocéloplopo Tou péoou apibpou ava nedio.
3. YnoAoyiopd Tou nocooTou Twv epuBPOKUTTAPWV He HbF pe BAon Tov GUVOAIKO apiBpd Twv
£puUBPOKUTTAPWYV ava nedio.
Ta anoTeAéopaTa ava@EpovTal Pe Tn HOP®R Tou NocoaTol undpxouoag HbF.

SUppwva pe Toug Oski kar Naiman? auTr n PEBodog eival Ikavr va avixveuoel akoun Kai HOAIG
0,1 mL euBpuikoU ailaTog oTnV KUKAOMOpIa TNG UNTEPAG.

Eav Ta napatnpoupeva anoteAéopaTa SIapEPOUV and Ta avapeVOUEVa, ENIKOIVWVATTE HE TNV TEXVIKN
unnpeoia Tng Sigma-Aldrich yia Bor6eia.

XapakTnpioTika anédoong TnG avaAuong

Ta anoteAéopara anddoong TnG avaAuong yia Tig dedopEveg doKIPaAcieg nou npayparonoinénkav
0g OAEG TIG OTOXEUOUEVEG DOWEG, enBeBalwvouy TNV euaigdnaia, TNV €181KOTNTA Kal TNV
enavaAnyipoTNTa o€ NocooTo 100%.

Ap. kata- Mepiypaepn 210x0¢ EIdikotnTa EuvaioBnoia Eidikotnta Euaiobnoia
Adyou npoiovTog EVTOGTNG  EVTOGTNG METASU TV peTa&y TOV
avaluong avaAluong avaAluoswv avaAUuoEwv

Supnukvopa
pUBUICTIKOU EpBpuikn
2851 SlaAupaTog aipgooeal- 3o0ma3 30ma3 30103 30103
KITPIKQV pivn

PWOPOPIKOV
2852 ‘'O&Ivo diaAupa

aipatoguAivng Muprveg 3ota3 3ota3 301a3 301a3
: EpBpuikn
AidAupa !
2853 nwoivng B alpgic\x/ﬁal 3ota3 3ota3 3o01a3 30103
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Mpo&Id0onoInoEIg Kal Kiviuvol

AvaTpEETE 0TO AEATIO dEDONEVWV AOMAAEIag Kal OTNV EMICAKAVON NPOIOVTOG YIa OMoIEGONMNOTE
EVNHEPWHEVEG MANPOPOPIEG KIVOUVWY I aOPAAEIAG.

285C:

ok

H319 MpokaAei coBapd oPBAAUIKO £peBITHO.

H331 To&ikd o€ nepinTwon €lonvong. ARAwonN(&Ig) NPoPUAAENG

P261 AnogeUyeTe va avanveeTe arayovidia f atgoug.

P264 MAUVETE TV eNidepUida oXOAQOTIKA PETA TOV XEIPIOHO.

P271 Na xpnoiydonolgital HOVO O€ avoIikTo f KaAG agpifOPEVO XWPO.

P280 Na qopdTe PEoa aTopIKNG NPOCTACiag yia Ta PATia/To npoowno.

P304 + P340 + P311 ZE NEPINTQZH EISMNNOHZ: MeTagépeTe Tov nabovTa aTov kabapo aépa
Kal aproTe Tov va §EKoupacTei o oTAon nou dieukoAUvel Tnv avanvor). KaAéoTe To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo.

P305 + P351 + P338 SE MEPINTQSH ENA®HS ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO YIA
apKeTA AenTd. Av UNAPXOUV (PAKOI ENAPNG, APAIPECTE TOUG, av €ival UKOAO. SuvexioTe va EenAéveTe.

285D:

S

H319 MpokaAei coBapd oPBaAAUIKO £peBITHO.

H331 To&ikd o€ nepinTwon €lonvong. AnAwaon(&g) NPoPUAAgNG

P261 ANOQEUYETE va avanveeTe arayovidia f aTpoug.

P264 MAUVETE TNV €NidepUida oXOAAOTIKA PETA TOV XEIPIOHO.

P271 Na xpnoigdonolgital HOVO O€ avoikTO ) KaAG agpIfOPEVO XWPO.

P280 Na qopdTe H€oa aToOpIKAG NPOCTACIAG yia Ta PATIA/TO MPOTWNO.

P304 + P340 + P311 E MEPINTQSH EISINOHS: MeTapépere Tov NabovTa aTov kabapod aépa
Kal aproTe Tov va EeKoupacTei o€ 0TACN nou dieukoAUvel Tnv avanvor). KaAéoTte To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo.

P305 + P351 + P338 SE MEPINTQSH ENA®HS ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO

yla apKeTa AenTda. Av UNApXoUV (akoi enapng, apaipeaTe Toug, av eival eUKoAo. SuvexioTe va
EenAEveTE.

Edv, kata Tn 3idpkKeia TG Xpriong autou Tou BonbrnpaTog | wg anoTéAecpa Tng
XPRAONG Tou, £X€l CUHBEI KANOI0 COBAPO NEPIOTATIKO, NAPAKAAEIOTE va TO avaPEPeTe
OTOV KATAOKEUAOTN 1/ Kal oTov EE0UCIO3O0TNHEVO AVTINPOC®NO TOU KAl OTNV €OVIKN
apxn TG x®pag oag.

OpioHoi CUHBOAWV

SUpBoAa onwg opifovtal oto EN ISO 15223-1:2021

KataokeuaoTng ApIBu0OG kaTaAdyou

SupBOUAEUTEITE TIG 08NYIEG XPRONG Ap1BuoG naptidag

AnAwon ouppopewong Eupwnaikng
‘Evwong (6nwg opiletal oTnv odnyia
IVDR 2017/746)

EE0U01080TNHEVOG aVTINPOOWNOG
otnv Eupwnaikr Koivotnra/ C
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Hpepopnvia napaywyng Eioaywyéag

E YnodeIKVUEI TOV €E0UCIOB0TNHEVO
avTinpoowno otnv EABeTia
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MAnpogopieg enikoivmviag
Ma va kaverte pia napayyeAia, napakaloUpe eNIOKEPBEITE Tov 10TOTONO pag oTn dielBuvan

SigmaAldrich.com. Tia TeXVIKA €EUNNPETNON, NAPAKAAOUNE ENIOKEPOEITE TN 0eAIda TEXVIKNG
€EunNnpETNONG oTov 10TOTONO Kag oTn dielBuvon SigmaAldrich.com/techservice.

IoTopikO avafewpnoswv

Avab. 4.0 2014
Avab. 5.0 2016
Ava®. 6.0 2023

'EyIVE HETAPOPA OE VEO UNOBEIYHA HE TNV TPEXOUOA ENwVUNia. MpoadiopioTnke yia
€NAYYEAUATIKR XpAON OTNV NpoopILOHEVN XPNON Kal TIG NPOPUAAEEIG. H npoopilopevn
Xpnon avaBewpnOnke yia euBUypappion UE TIG KATEUBUVTRAPIEG ypappeg IVDR.

To AeATio dedopevwv aopaleiag UAIKOU evnuepwBnke oe AeATio dedoUEVWY aoPaAeiag.
EvnpepwOnkav ol NAnpo®opieg enikoivwviag. Apaipednke n odnyia va akoAoubeital

To CLSI yia Tn ouAoyn delypatwv. Agaipednke To EN 980 kal aAAage oe

EN ISO 15223-1:2021 yia Ta oUpBoAa. MpooTeBnkav NANpoeopieg enikoivwviag yia
avenbupnTta ouppavra. EvnuepwOnkav ol BIBAIOYPAPIKEC ava@opeg. MpoaTédnKe
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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 fehérjeizolalas és -jellemzés technikainak fejlédése ahhoz a felfedezéshez vezetett, hogy szamos
olyan megkiilénboztetd tulajdonsag létezik, amely lehetévé teszi a magzati és a feln6tt hemoglobin
megkilonboztetését. Ezek kozé tartozik a magzati hemoglobin (hemoglobin F) savas elualdssal
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 tartalmazé eritrociték felveszik a festéket, mig azok, amelyek
csak feln6ttkori hemoglobint tartalmaznak, ,szellemképként” jelennek meg.

A magzati hemoglobin savas elliciéval szembeni ellenallé képessége alapjan torténd kimutatasara
szolgalé targylemezfestési technikat eredetileg Kleihauer és mtsai' javasoltdk, majd Shepard és
mtsai? modositottak. A gyartott Sigma termék tovabbi fejlesztést jelent ebben a megkozelitésben,
ahogy azt Oski és Naiman leirtak.?

Rh-inkompatibilitds esetén egyre gyakoribbd vélik a magzatbdl az anyai keringésbe bekertild
vorosveértestekre adott immunreakciok szuppresszaldsa. Az alkalmazando, anti-Rh(D)-t tartalmazo
specifikus gamma-globulin mennyiségét a magzati-anyai vérzés sulyossaganak értékelésével
szémitjak ki.*

A leirt technika szerint a megfeleléen megszaritott és fixalt vérkeneteket 37 °C-on citratpufferbe
(pH: 3,3) meritik. A feln6ttkori hemoglobin A (HbA) kioldddik a sejtekbdl, mig a savallé magzati
hemoglobin (HbF) a sejten beltl marad, és megfestheté mikroszkdpos vizsgalathoz.

Reagensek

Citrat-foszfat puffer koncentratuma (kat. sz.: 2851)
Natrium-citrat, 0,7 mol/l és natrium-foszfat, 0,6 mol/l, tartdsitoszerként hozzaadott kloroformmal

Savas hematoxilinoldat (kat. sz.: 2852)
Tanusitott hematoxilin, 1 g/I, C.I. 75290; aluminium-ammdnium-szulfat, natrium-jodat és
stabilizéldszerek, 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

Szikséges, de nem biztositott specialis anyagok

e Mikroszkop

¢ Mikroszkdpos targylemezek és fedGlemezek

o Fest6allvany/kivettak

o Vizfiirdg, 37 °C

o Etanolos fixal6 (kat. sz.: 2858), 80% (v/v) etil-alkohol

Térolds és stabilitas

A citrat-foszfat puffer koncentratumat hiitészekrényben (2-8 °C) kell térolni. Ha mikrobialis
novekedés 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 lezart festéedényekben, tompitott fényben
taroljak.

Az etanolos fixalot szobah6mérsékleten kell tarolni. Szorosan lezarva, gyulékony folyadékként

tarolando. Az oldat Ujra felhasznalhatd, de ha a hasznalatdval nem megfeleld a fixalas, ki kell
dobni.

Bomlas

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

El8készités

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

A savas hematoxilinoldat, az eozin B oldat és az etanolos fixalé hasznalatra kész.

Ovintézkedések

Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkdzoket klinikai laboratériumi kérnyezetben térténd in
vitro diagnosztikai felhasznaldsra szantak. Ezeket az in vitro diagnosztikai eszk6zoket csak
képzett szakemberek hasznalhatjék. A Sigma-Aldrich in vitro diagnosztikai eszkézéket olyan
laboratériumi személyzet tizemeltetheti, akik képzettek az esetlegesen fert6z6 emberi mintak
kezelésére, mikroszkopok és egyéb laboratériumi berendezések hasznalatdban, valamint kell§
szinérzékeléssel és Iata éggel rendelkeznek a szinek és egyéb targyak mikroszkop alatt
torténé megkllonboztetésére.

A laboratdriumi reagensek kezelése soran a szokdsos dvintézkedéseket kell kdvetni. A hulladékot a
helyi, allami, tartomanyi vagy nemzeti el6irasoknak megfeleléen kell artalmatlanitani.

Eljaras
Mintavétel

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

Egyetlen ismert vizsgalati médszer sem nydjt teljes bizonyossagot arra nézve, hogy a vérmintak
vagy szovetek nem tovabbitanak fert6zést. Ezért minden vérkészitményt vagy szévetmintat
potencidlisan fertézének kell tekinteni.

Kapillaris- vagy vénas vér is hasznélhato. A kapillarisvér kézvetlentl 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 hasznéljon 1-2 csepp 2%-os EDTA-oldatot (kat. sz.: 2854)
(1 csepp = 1 mg). A beszamoldk szerint a vér-EDTA keverékek hiitészekrényben torténd térolas
esetén 2 hétig megfelelden felhasznalhatdk.? Az oxaldtban gy(jtétt vérbdl 24 oran belil kenetet
kell késziteni.s Ujsziilottektdl szarmazd vérmintak felhasznalasa esetén javasolt a vér 0,85%-0s
sooldattal térténé higitasa, mivel az ilyen mintdk HbF-tartalma magasabb. A vérkenetek nem
stabilak, és az elkészités utan azonnal meg kell 6ket vizsgalni.

Megjegyzések

MinGség-ellendrzési célbdl javasolt, hogy minden vizsgélatsorozatba bevegyenek egy normal felnétt
(HbA) és egy Ujszilottdl vagy csecsem6tdl (HbF) szarmazé vérmintat. Barr és Shafers beszamoldja
alapjan az EDTA-val a koldokzsindrvérbdl készult fixalt pozitiv kontroll targylemezek legfeljebb

1 évig tarolhatok -20 °C-on, lezart kartondobozban. Az EDTA-val készilt negativ kontrollok azonban
nem elualédnak teljesen, ha 2 hénapnal hosszabb ideig téroltdk Gket —20 °C-on. A kutatdk azt
javasoljak, hogy ugyanazon targylemezre készitsenek pozitiv és negativ keneteket is; igy biztositva
referenciaként egyértelm(i és gyors 6sszehasonlitasi lehetéséget a vizsgalt targylemezeken.

Normal tartomanyok’

Eletkor Magzati hemoglobin (%)
Szuletéskor 50-90

<2év 0-4

>2év 0-2

Eljaras

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

2. Tiszta, felcimkézett mikroszképos targylemezek hasznalatéval készitsen vékony vérkenetet.
Készitsen KONTROLL térgylemezeket HbF-pozitiv vér (kéldokzsindrvér) és normal felndtt vér
felhasznalasaval. Hagyja levegdn szaradni korilbelll 10 percig.

3. Fixalja a targylemezeket 5 percig tarto, etanolos fixaldba torténé meritéssel, majd alaposan
Oblitse le ket csapvizzel és hagyja 6ket levegén szaradni.

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

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%-o0s 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 hidnyat a szellemképes sejtek jelenléte mutatja, mig a megmaradt
HbF-ek miatt a sejtek élénkvorések lesznek. Ne vigyen fel olajat kdzvetlenil a targylemezre.
(Megjegyzés: 400x-0s nagyitds is hasznalhato, de az igy kapott nagyobb mezét nehezebb
megszamolni.)

Teljesitményjellemzdk

A magzati hemoglobint tartalmazé eritrociték aranya tébbféleképpen becsilheté meg. A HbF-
tartalmu sejtek anyai vérvizsgalata alapjan Oski és Naiman?® ajanldsa a kovetkez6:

1. Szédmolja meg az Gsszes eritrocitat 5 mezdében, és hatédrozza meg az egy mezére es6 atlagos
szamot.
2. Szamolja meg az erGsen festddott, HbF-tartalmd eritrocitakat 30 mezében, és hatdrozza meg
az egy mez6re esd dtlagos szamot.
3. Szamitsa ki a HbF-tartalmu eritrocitdk szazalékos aranyat a mezénkénti eritrocitak teljes
szama alapjan.
Az eredményeket a jelen 1évé HbF szadzalékos értékeként kell jelenteni.

Oski és Naiman?® szerint ezzel a mddszerrel akar 0,1 ml magzati vér is kimutathaté az anyai
keringésben.

Ha a megfigyelt eredmények eltérnek a vart eredményektdl, kérjik, forduljon a Sigma-Aldrich
muszaki szolgalatahoz segitségért.

Analitikai teljesitményjellemzok

Az adott tesztek analitikai teljesitményjellemz6i az 6sszes célstruktiran vizsgalva 100%
érzékenységet, specificitdst és ismételhetdséget igazoltak.

Kat. Termékleiras ceél Teszten Teszten Tesztek Tesztek
sz. beliili beliili érzé- kozotti kozotti
specificitds  kenység specificitds érzékenység
Citrat- "
. Magzati
2851 foszfat puffer . 3/3 3/3 3/3 3/3
koncentrdtuma hemoglobin

Savas X
2852 pematoxilinoldat  SeItmagok 3/3 3/3 3/3 3/3
2853 Eozin B oldat Magzati 3/3 3/3 3/3 3/3

hemoglobin




2-HU

Figyelmeztetések és veszélyek

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

285C:

ok

H319 Sulyos szemirritaciot okoz.

H331 Belélegezve mérgezs. Ovintézkedésre vonatkozé mondat(ok)
P261 Keriilje a kd/g6zok belélegzését.

P264 A hasznalatot kdvetéen a bért alaposan meg kell mosni.

P271 Kizérdlag szabadban vagy jol szell6z6 helyiségben hasznélhaté.
P280 Szemvédd/arcvédb hasznalata kételezd.

P304 + P340 + P311 BELELEGZES ESETEN: Az érintett személyt friss levegére kell vinni, és olyan
nyugalmi testhelyzetbe kell helyezni, hogy kénnyen tudjon Iélegezni. Forduljon TOXIKOLOGIAL
KOZPONTHOZ/orvoshoz.

P305 + P351 + P338 SZEMBE KERULES ESETEN: Tobb percig tarté dvatos oblités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék eltavolitdsa, ha konnyen megoldhatd. Az 6blités folytatasa.

285D:

ok

H319 Sllyos szemirritaciot okoz.

H331 Belélegezve mérgezd. Ovintézkedésre vonatkozé mondat(ok)
P261 Kertlje a kod/g6zok belélegzését.

P264 A hasznalatot kévetéen a bért alaposan meg kell mosni.

P271 Kizérélag szabadban vagy jol szell6z6 helyiségben hasznalhato.

P280 Szemvédd/arcvédb hasznalata kételezd.

P304 + P340 + P311 BELELEGZES ESETEN: Az érintett személyt friss levegére kell vinni, és olyan
nyugalmi testhelyzetbe kell helyezni, hogy kénnyen tudjon Iélegezni. Forduljon TOXIKOLOGIAL
KOZPONTHOZ/orvoshoz.

P305 + P351 + P338 SZEMBE KERULES ESETEN: Tobb percig tarté dvatos oblités vizzel.
Adott esetben a kontaktlencsék eltavolitasa, ha kénnyen megoldhatd. Az &blités folytatasa.

Ha az eszkoz hasznalata soran vagy annak hasznalata kévetkeztében silyos
baleset tortént, kérjiik, jelentse azt a gyartonak és/vagy meghatalmazott
képvisel6jének és a helyi nemzeti hatésagnak.

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

“ Gyartd

Katalogusszam

Lasd a hasznalati utasitast Gyartasi tétel kodja

Meghatalmazott képviseld
az Eurdpai Kozosségben/
Eurépai Uniéban

Az Eurépai Unié megfeleléségi
nyilatkozata (az IVDR 2017/746
meghatarozésa szerint)
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i In vitro diagnosztikai orvostechnikai
Lejarati datum eszkoz
/\  Vigyazat!
Gyartasi datum % Importér

A svajci hivatalos képvisel6t jeloli
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Navod k pouziti

Souprava pro stanoveni
fetalniho hemoglobinu

Postup ¢. 285

ce MRRCK

Urcené pouziti

Reagencie pro fetalni hemoglobin jsou ureny 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 pro profesionalni pouZiti. Tento
manualni semikvantitativni postup detekuje fetalni hemoglobin v erytrocytech vzork{ stérd lidské krve.

Pokroky v technikach izolace a charakterizace bilkovin vedly k zjisténi, Ze existuje nékolik rozliSovacich
vlastnosti, které umoznuji odlisit fetalni od dospélého hemoglobinu. Mezi né patfi odolnost fetalniho
hemoglobinu (hemoglobin F) vi¢&i kyselé eluci. Kdyz se napfiklad krevni natéry ponofi do kyselého
pufru, dospély hemoglobin se z erytrocytl eluuje, zatimco fetalni hemoglobin nikoli. Pokud jsou krevni
natéry takto oSetfeny 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 prokazani fetalniho hemoglobinu z hlediska jeho odolnosti vici kyselé
eluci plivodné navrhl Kleihauer a kol.! a pozdéji upravil Shepard a kol.2 Vyrobek spole¢nosti Sigma
predstavuje dalsi vylepseni tohoto pristupu, jak jej popsali Oski a Naiman.?

V pripadech Rh inkompatibility je stéle béznéjsi potlacovat imunitni reakce na Cervené krvinky
vstupujici do krevniho obéhu matky z plodu. Mnozstvi specifického gama globulinu obsahujiciho anti
Rh(D), které ma byt podano, se vypocita na zdkladé posouzeni zavaznosti krvaceni plodu a matky.*

Podle popsané techniky se krevni natéry, které byly radné vysuseny a fixovany, ponofi do citratového
pufru s pH 3,3 pfi 37 °C. Dospély hemoglobin A (HbA) se v burikach rozpusti, zatimco fetéIni
hemoglobin (HbF), ktery je odolny v{i¢i kyselindm, uvnitf bunék zlistava a mlze byt obarven pro
mikroskopické vysSetieni.

Cinidla
Koncentrat citratového fosfatového pufru (kat. ¢. 2851)
Citronan sodny, 0,7 mol/l, a fosfore¢nan sodny, 0,6 mol/I, chloroform pridany jako konzervacni pfisada

Roztok kyselého hematoxylinu (kat. ¢. 2852)
Hematoxylin, certifikovany, 1 g/l, 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

Potifebné specidlni materialy, které nejsou soucasti dodavky

e Mikroskop

« Mikroskopicka podlozni sklicka a kryci sklicka

« Stojan na barveni / Coplinovy nadoby

e Vodni ldzen, 37 °C

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

Skladovani a stabilita

Uchovavejte koncentrat citratového fosfatového pufru v chladnic¢ce (2-8 °C). Pokud uvidite znamky
mikrobiélniho rlstu, pufr zlikvidujte.

Uchovaveijte roztok citratového fosfatového pufru v chladniéce (2-8 °C). Stabilni po dobu 2 tydnd.
Kazdy den pouzijte ¢erstvou alikvotni ¢ast. Pokud uvidite znamky mikrobidlniho ristu,
roztok 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 fixacni prostfedek by mél byt uchovavan pfi pokojové teploté. Uchovavejte pevné
utésnéné a jako hoflavou kapalinu. Roztok méze byt znovu pouzit, ale pokud neni fixace dostate¢na,
mél by byt zlikvidovan.

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

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

Roztok kyselého hematoxylinu, roztok eosinu B a ethanolovy fixa¢ni prostredek jsou pfipraveny
k pouZiti.

Bezpecnostni opatreni

Tyto diagnostické zdravotnické prostiedky in vitro jsou uréeny pro diagnostické pouZiti in vitro v
klinickém laboratornim prostiedi. Tyto diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro jsou uréeny
pouze pro profesionalni pouziti kvalifikovanym persondlem. Diagnostické zdravotnické prostiedky in
vitro Sigma-Aldrich mohou byt pouZzivény laboratornimi pracovniky, ktefi jsou vyskoleni k manipulaci
s lidskymi vzorky, které mohou byt infekéni, k pouzivani mikroskop( a jiného laboratorniho vybaveni
a jejich barevné vidéni a ostrost zraku jsou dostate¢né pro rozlideni barev a rliznych objektt

pod mikroskopem.

Pfi zachdazeni s laboratornimi Cinidly dodrzujte bézna bezpecnostni opatfeni. Odpad zlikvidujte podle
véech mistnich, regionélnich ¢ narodnich predpist.

Postup

Odbér vzorkd

Vechny vzorky musi byt zietelné oznaceny. Pro odbér a pFipravu vzorkd je nutno pouzivat vhodné
nastroje. Dodrzujte navod vyrobce k pouziti.

Z4dnd znaméa zkusebni metoda nemize nabidnout naprosté ujisténi, 7e 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. Kapildrni krev miZe byt prenesena piimo na ¢isté podlozni
skli¢ko mikroskopu. Zilni krev by méla byt pfiddna 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).
Ackoli bylo hlaseno, Ze smési krve a EDTA jsou vhodné pro pouiti po dobu a 2 tydnd pFi uchovavani
v chladniéce.? Natéry by mély byt pfipraveny do 24 hodin z krve odebrané do &tavelanu.® PFi pouziti
vzork{ od novorozenct 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 doporucuje, aby byla do kazdé série testtl zahrnuta krev normalniho
dospélého (HbA) a novorozence nebo kojence (HbF). Barr a Shafer® hiasi, ze fixni pozitivni kontrolni
skli¢ka z pupecnikové krve v EDTA Ize uchovévat v uzaviené kartonové krabici az 1 rok pfi teploté
—20 °C. Negativni kontroly v EDTA se vSak po skladovani po dobu del$i nez 2 mésice pfi teploté
—20 °C zcela neeluuji. Tito vyzkumnici navrhuji pfipravu pozitivnich a negativnich natérfl 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, oznacenych mikroskopickych podloznich skli¢ek vytvorte tenké krevni natéry.
Pripravte KONTROLNT skli¢ka s pouzitim pozitivni HbF krve (pupeénikové krve) a normaini
dospélé krve. Vysuste na vzduchu po dobu pfiblizné 10 minut.

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

4. ZKUSEBNI a KONTROLNI skli¢ka ponofte do predehtatého roztoku citratového fosfatového pufru
pFi teploté 37 °C na dobu 5 minut. Po 1 a 3 minutach od ponofeni protfepejte. Mira protfepani
se miize li$it, aby bylo dosaZeno co nejlepsich vysledk(. Dkladné oplachnéte destilovanou
vodou a zcela vysuste na vzduchu, aby nedoslo k obarveni artefaktd.

5. Barvéte sklicka po dobu 3 minut v roztoky kyselého hematoxylinu. Diikladné skli¢ka oplachnéte
destilovanou vodou a setfepejte prebytecnou vodu.

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

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

Pracovni charakteristiky

Podil erytrocytd obsahujicich fetalni hemoglobin Ize odhadnout nékolika zpdsoby. Pfi studiu diikaz{
bunék obsahujicich HbF v krvi matek Oski a Naiman?® doporudili nasledujici:

1. Spotitat celkovy pocet erytrocytll v 5 polich a urcit prdmérny pocet na jedno pole.
2. Spoditat pocet hluboce obarvenych erytrocytl obsahujicich HbF asi ve 30 polich a urcit
prlimérny pocet na jedno pole.
3. Vypocitat procento erytrocytll s HbF na zakladé celkového poctu erytrocytd na jedno pole.
Vysledky jsou uvadény jako procento pritomného HbF.

Podle Oskiho a Naimana? je tato metoda schopna detekovat uz 0,1 ml fetalni krve v krevnim
obéhu matky.

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

Analytické pracovni charakteristiky

Analytické vysledky danych test(l provedenych na véech cilovych strukturdch potvrzuji
100% citlivost, specifi¢nost a opakovatelnost.

Kat. €. Popis Cil Specifiénost Citlivost Specifiénost Citlivost
produktu v ramci v ramci mezi mezi
testu testu testy testy
Koncentrat P
2851 citrdtového herfga:glbin 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
fosfatového pufru 9
Roztok kyselého .
2852 hematoxylinu Jadra 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
. Fetalni
2853 Roztok eosinu B hemoglobin 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3

Varovani a rizika

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

285C:

ok

H319 Zplsobuje vazné podrazdéni o

H331 Toxicky pfi vdechovéni. Pokyny pro bezpe¢né zachazeni
P261 Zamezte vdechovani mlhy nebo vypard.

P264 Po manipulaci si dikladné omyijte pokozku.

P271 Pouzivejte pouze venku nebo na dobfe vétraném misté.

P280 Pouzivejte ochranu oci/obliceje.



2-CZ

P304 + P340 + P311 PRI VDECHNUTI: Odvedte postizeného na Cerstvy vzduch a zajistéte mu
pohodiné dychani. Volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO / lékare.

P305 + P351 + P338 PRI ZASAZENT OCf: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, pokud jsou nasazené a daji se snadno vyjmout. Pokracujte ve vyplachovani.

285D:

S

H319 Zplsobuje vazné podrazdéni o

H331 Toxicky pfi vdechovéni. Pokyny pro bezpecné zachazeni
P261 Zamezte vdechovani mlhy nebo vypard.

P264 Po manipulaci si diikladné omyijte pokozku.

P271 Pouzivejte pouze venku nebo na dobfe vétraném misté.
P280 Pouzivejte ochranu oci/obliceje.

P304 + P340 + P311 PRI VDECHNUTI: Odvedte postizeného na Cerstvy vzduch a zajistéte mu
pohodiné dychani. Volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO / lékare.

P305 + P351 + P338 PRI ZASAZENT OCf: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, pokud jsou nasazené a daji se snadno vyjmout. Pokracujte ve vyplachovani.

Pokud béhem pouzivani tohoto prostifedku nebo v disledku jeho pouZivani doslo
k zadvazné nezadouci pFihodé&, nahlaste to vyrobci a/nebo jeho autorizovanému
zastupci a vasemu narodnimu Gfadu.

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

Vyrobce Katalogové cislo

Prectéte si Navod k pouziti Kéd Sarze

ul

(]
cpotecencenenopac i C€

%

A

il

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

Diagnosticky zdravotnicky

Datum spotieby prostredek in vitro

Teplotni limit Upozornéni

Datum vyroby Dovozce

Oznacuje autorizovaného zastupce
ve Svycarsku
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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

Fotalt hemoglobin-sett

Prosedyre nr. 285

MRRCK

q3

Tiltenkt bruk

Fgtalt hemoglobin-reagenser er beregnet for bruk som en generell laboratoriehistokjemisk

farging for syreelueringsbestemmelse av fgtalt hemoglobin i blodutstryk. Fgtalt hemoglobin-
fargingsreagenser er til "in vitro-diagnostisk bruk". Kun for profesjonell bruk. Denne manuelle,
semikvantitative prosedyren paviser 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 senkes blodutstryk, som er korrekt tarket og fiksert, ned i en sitratbuffer
med pH 3,3 ved 37 °C. Voksent hemoglobin A (HbA) Igses ut av cellene, mens fgtalt hemoglobin (HbF)
som er syreresistent, forblir intracellulaert 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, aluminiumsammoniumsulfat, natriumjodater og
stabiliseringsmidler, pH 3,3

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

Spesielle materialer som kreves, men som ikke medfglger

e Mikroskop

e Mikroskopobjektglass, dekkglass

e Fargestativ/Coplin-beholdere

e Vannbad, 37 °C

e 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.
Lgsningen kan brukes p8 nytt, men skal kastes ved utilstrekkelig fiksering.

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

Fremstilling

Sitratfosfatbufferlgsning 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 opplzert i 8 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. Kapillzert blod kan overfgres direkte til et rent
objektglass. Vengst blod skal tilsettes i et rer som inneholder EDTA eller oksalat. For enkelhets
skyld bruk 1-2 drper 2 % EDTA-lgsning (kat.nr. 2854) per ml blod (1 drdpe = 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 r ved -20 °C, i en forseglet
pappeske. EDTA-negative kontroller elueres imidlertid ikke fullstendig etter & ha veert oppbevart i
mer enn 2 méneder ved -20 °C. Disse utprgverne foreslar § fremstille positive og negative utstryk
pa samme objektglass, hvilket gir tydelige og raske kontraster som referanse ved avlesning av
testobjektglass.

Normale omrader’

Alder Fgtalt hemoglobin (%)
Ved fgdselen 50-90

<23r 0-4

>238r 0-2

Prosedyre

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

2. Bruk rene, merkede objektglass til 8 lage tynne blodutstryk. Fremstill KONTROLL-objektglass
ved 8 bruke positivt HbF-blod (navlestrengsblod) 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 8 oppna
de mest gnskelige resultatene. Skyll grundig med destillert vann og luftterk helt for 8 unng8
fargingsartefakter.

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

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

7. Plasser tgrt dekkglass p& objektglasset og undersgk ved bruk av oljenedsenking (1000X).
Fraveeret av HbF er tydelig ved tilstedevaerelsen av spgkelsesceller, mens bevart HbF far celler
til 8 se knallrgde ut. P3fgr ikke olje direkte p8 objektglasset. (Merk: 400X forstgrrelse kan
brukes, men det resulterende stgrre feltet kan vaere vanskeligere 8 telle.)

Ytelsesegenskaper

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

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 & oppdage s lite som 0,1 ml fgtalt blod i den
maternale sirkulasjonen.

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

Analytiske ytelsesegenskaper

De analytiske ytelsesresultatene for de gitte testene utfgrt pa alle malstrukturer bekrefter 100 %
folsomhet, 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:

b

H319 Gir alvorlig gyeirritasjon.

H331 Giftig ved inn&nding. Sikkerhetssetning(er).
P261 Unngd inndnding av take eller damp.

P264 Vask huden grundig etter bruk.

P271 Brukes bare utendgrs eller i et godt ventilert omrade.
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P280 Benytt gyevern/ansiktsvern.

P304 + P340 + P311 VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og sgrg for at vedkommende har
en stilling som letter ndedrettet. Kontakt et GIFTINFORMASIONSSENTER / en lege.

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

285D:

b

H319 Gir alvorlig gyeirritasjon.

H331 Giftig ved inndnding. Sikkerhetssetning(er).

P261 Unngd innénding av take eller damp.

P264 Vask huden grundig etter bruk.

P271 Brukes bare utendgrs eller i et godt ventilert omrade.
P280 Benytt gyevern/ansiktsvern.

P304 + P340 + P311 VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og sgrg for at vedkommende har
en stilling som letter &ndedrettet. Kontakt et GIFTINFORMASIJONSSENTER / en lege.

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

Hvis det har oppstatt en alvorlig hendelse under bruk av denne enheten eller
som et resultat av bruken, rapporter det til produsenten og/eller produsentens
autoriserte representant og til din nasjonale myndighet.

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

Produsent Katalognummer

Se bruksanvisning Batchkode

Autorisert representant i c E EU-samsvarserklzering (definert i
Det europeiske fellesskap / EU IVDR 2017/746)

In vitro-diagnostisk medisinsk
Best for-dato utstyr

Temperaturgrense Forsiktighetsregel

Produksjonsdato % Importgr

Angir autorisert representant i
[cH [ReP] Uie

Referanser

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

Kontaktinformasjon

For & legge inn en bestilling, besgk nettstedet vart p& SigmaAldrich.com. Besgk siden for teknisk service
pa nettstedet vart pd SigmaAldrich.com/techservice for teknisk service.

Revisjonshistorikk

Rev. 4.0 2014
Rev. 5.0 2016
Rev. 6.0 2023
Overfgrte til ny mal med gjeldende varemerke. Spesifiserte at utstyret er for u §:)gjsr8as_ﬁli2§h§tll'2:¥
profesjonell bruk, i tiltenkt bruk og forsiktighetsregler. Reviderte tiltenkt bruk St. Louis, MO 6310§ USA
for & overholde IVDR-retningslinjer. Oppdaterte materialsikkerhetsdatablad til R
N N . ) X ) o an affiliate of Merck KGaA,
sikkerhetsdatablad. Oppdaterte kontaktinformasjon. Fjernet instruksjon om a fglge Darmstadt, German
CLSI for prgvetaking. Fjernet EN 980 og endret til EN ISO 15223-1:2021 for symboler. +1(314) 7'71-5765 Y
La til kontaktinformasjon for bivirkninger. Oppdaterte litteraturreferanser. La til en
tabell med revisjonshistorikk. La til advarsler og farer. La til informasjon om CH-REP. MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau
Switzerland

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

®

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,
Germany

Initialen M og Sigma-Aldrich er varemerker for Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland eller dets tilknyttede selskaper.
Alle andre varemerker tilhgrer sine respektive eiere. Detaljert informasjon om varemerker er tilgjengelig via

offentlig tilgjengelige ressurser.

© 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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Kullanma Talimati

Fetal Hemoglobin Kiti

Prosedir No. 285
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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 Kullanim" igindir. Yalnizca profesyonel kullanim
icindir. Bu manuel, yar kantitatif prosedr, insan kan smear numunelerinin eritrositlerinde fetal
hemoglobin saptar.

Protein izolasyonu ve karakterizasyonuna yonelik tekniklerdeki gelismeler, fetal hemoglobini yetiskin
hemoglobininden ayirt etmeyi mimkin kilan birkag ayirt edici 6zelligin kesfedilmesine yol agmistir.
Bunlar arasinda fetal hemoglobinin (hemoglobin F) asit eliisyonuna direnci vardir. Ornegin kan
smear'lari asit tamponuna daldirildiginda, yetiskin hemoglobini eritrositlerden ayristirilirken, fetal
hemoglobin ayristirlmaz. Kan smear'lari bu sekilde islenir ve ardindan boyanirsa, hemoglobin F'ye
sahip eritrositler boyay tutarken sadece yetiskin hemoglobini igerenler "hayalet" olarak gortnur.

Asit ellisyonuna direnci agisindan fetal hemoglobinin gosterilmesine yonelik lam teknigi ilk olarak
Kleihauer et al.* tarafindan 6nerilmis ve daha sonra Shepard et al.? tarafindan modifiye edilmistir.
Uretilen Sigma, Oski ve Naiman? tarafindan tanimlandigi sekilde bu yaklasimda daha fazla gelismeyi
temsil etmektedir.

Rh uyusmazligi vakalarinda, fetiisten maternal dolagima giren kirmizi kan hiicrelerine kargi immun
reaksiyonlar baskilamak giderek yayginlagmaktadir. Uygulanacak anti Rh(D) iceren spesifik gama
globulin miktari, fetal-maternal kanamanin blytkligi degerlendirilerek hesaplanir.*

Agiklanan teknige gore, uygun sekilde kurutulan ve sabitlenen kan smear'lari, 37°C'de pH 3,3 olan
bir sitrat tamponuna daldirilir. Olgun hemoglobin A (HbA) hiicrelerin disinda ¢ézlinlrken, aside
direngli olan fetal hemoglobin (HbF) hiicre iginde 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 Hematoksilen Cozeltisi (Kat. No. 2852)
Hematoksilen, sertifikali, 1 g/L, C.I. 75290, aliminyum amonyum siilfat, sodyum iyodatlar ve
stabilizatorler, pH 3,3.

Eosin B Cozeltisi (Kat. No. 2853)
Eosin B, %0,1, sulu gdzelti, 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 Greme belirginse atin.

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

Asit Hematoksilen Cozeltisi ve Eosin B Gozeltisini oda sicakliginda (18-26°C) saklayin. Gozeltiler,
log Isikta agzi sikica kapali boyama kavanozlarinda saklanirsa yeniden kullanilabilir.

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

Bozulma
Uygun boyama igin gereken sire 8 dakikayi gegerse Asit Hematoksilen Cozeltisini atin.

Hazirlama

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

Asit Hematoksilen 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 uyulmalidir. Atiklari tim yerel,
eyalet, il veya ulusal seviyedeki yonetmeliklere uygun olarak atin.

Prosediir

Numune Toplama

Tum numuneler_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.

Kapiller veya vendz kan kullanilabilir. Kapiller kan dogrudan temiz bir mikroskop lamina aktarilabilir.
EDTA veya oksalat igeren bir tipe ventz kan eklenmelidir. Kolaylik saglamak igin, mL kan basina
1-2 damla %2 EDTA GCozeltisi (Kat. No. 2854) kullanin (1 damla = 1 mg). Kan-EDTA karisimlarinin
buzdolabinda 2 haftaya kadar kullanim igin tatmin edici oldugu bildirilmis olsa da,? smear'lar oksalat
iginde kan toplandiktan sonra 24 saat iginde hazirlanmalidir.’ Yenidogandan alinan numuneler
kullanilarak, bu tir numuneler ylksek HbF igerigine sahip oldugundan, kanin %0,85 salinle
seyreltilmesi dnerilir. Kan smear'lari stabil degdildir 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 Shafers, EDTA'll kordon

kanindan alinan sabit pozitif kontrol lamlarinin, kapall bir karton kutuda -20°C'de 1 yila kadar
korunabilecegini bildirmistir. Ancak, EDTA negatif kontrolleri -20°C'de 2 aydan fazla saklandiktan
sonra tamamen ayrismaz. Bu arastirmacilar ayni lam {zerinde pozitif ve negatif smear hazirlamayi
onermektedir; boylece test lamlarini okurken referans olarak net ve hizl karsilastirma saglanir.

Normal Arahiklar’

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

2. Temiz, 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. Ethanol 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 Cozeltisine
5 dakika daldirin. 1 ve 3 dakika daldirmadan sonra galkalayin. Galkalama seviyesi, arzu edilen
sonuglara ulasmak igin degistirilebilir. Boyama artefaktlarini 6nlemek igin distile suyla iyice
durulayin ve tamamen kurumaya birakin.

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

6. Lamlari %0,1 Eosin B Cozeltisinde 4 dakika 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 hiicrelerin varligindan anlasilirken tutulan HbF, hiicrelerin parlak kirmizi gérinmesine
neden olur. Lama dogrudan yag uygulamayin. (Not: 400X buyitme 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? asagidakileri tavsiye etmektedir:

1. 5 alandaki toplam eritrosit sayisini hesaplayin ve alan basina ortalama sayiyi belirleyin.
2. Yaklasik 30 alandaki derinlemesine boyanmis HbF igeren eritrosit sayisini hesaplayin ve alan
bagina ortalama sayiyi 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 kiigiik miktarda bir fetal kani
saptayabilmektedir.

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

Analitik Performans Ozellikleri

Tum hedef yapilar izerinde yurtilen belirli testlere ait analitik performans sonuglari
%100 duyarlilik, 6zgtllik 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 h 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Konsantresi Hemoglobin
Asit Hematoksilen " 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




2-TR

Uyarilar ve Tehlikeler

Guincellenmis herhangi bir risk, tehlike veya givenlik bilgisi icin Guvenlik Veri Formuna ve Urin etiketine

bakin.

285C:

ok

H319 Ciddi goz tahrisine neden olur.

H331 Solunmasi durumunda toksiktir. Onlem agiklamalari.

P261 Sisini veya buharini solumayin.

P264 Elleglemeden sonra cildinizi iyice yikayin.

P271 Sadece disarida veya iyi havalandirilan bir alanda kullanin.
P280 Go6z koruyucu/ylz koruyucu kullanin.

P304 + P340 + P311 SOLUNMASI HALINDE: Kisiyi temiz havaya cikarin ve rahatca nefes alabilecegi
bir durumda tutun. Bir ZEHIR DANISMA MERKEZINi/doktoru arayin.

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

285D:

ok

H319 Ciddi goz tahrisine neden olur.

H331 Solunmasi durumunda toksiktir. Onlem agiklamalari.

P261 Sisini veya buharini solumayin.

P264 Elleglemeden sonra cildinizi iyice yikayin.

P271 Sadece disarida veya iyi havalandirilan bir alanda kullanin.
P280 Go6z koruyucu/ylz koruyucu kullanin.

P304 + P340 + P311 SOLUNMASI HALINDE: Kisiyi temiz havaya cikarin ve rahatca nefes alabilecegi
bir durumda tutun. Bir ZEHIR DANISMA MERKEZINi/doktoru arayin.

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

Bu cihazin kullanimi sirasinda veya kullanimi sonucunda ciddi bir olay meydana
gelirse, liitfen bunu 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 Parti Kodu

Avrupa Toplulugu'nda/Avrupa
Birligi'nde Yetkili Temsilci

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

)
m

Son Kullanma Tarihi in vitro tani amagl tibbi cihaz

Sicaklik Sinirt Dikkat

@

Uretim Tarihi ithalatgi

E Isvigre'deki Yetkili Temsilciyi Belirtir
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Siparis vermek igin lutfen SigmaAldrich.com adresinden web sitemizi ziyaret edin. Teknik Servis igin
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Kayttotarkoitus

Fetaalihemoglobiinireagenssit on tarkoitettu kaytettavaksi histokemiallisena vériaineena yleisessa
laboratoriokdytdsséa fetaalihemoglobiinin Kleihauer-Betken méaéarityksessa veren sivelynaytteista.
Fetaalihemoglobiinivarjdysreagenssit 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 sikion ja
aikuisen hemoglobiinin valilla on useita havaittavissa olevia erottavia ominaisuuksia. Yksi néista

on fetaalihemoglobiinin resistenssi happoeluointia vastaan (Kleihauer-Betken testi). Kun veren
sivelyndytteet upotetaan esimerkiksi happopuskuriin, aikuisen hemoglobiini eluoituu erytrosyyteista
mutta fetaallhemoglobunl ei. Jos veren sivelynaytteet kasitellaan talla tavalla ja mydhemmin
varjataan, vari jaa fetaalihemoglobiinia sisaltaviin erytrosyytteihin, kun taas vain aikuisen
hemoglobiinia sisaltévat erytrosyytit nékyvat varjosoluina.

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

Rh-veriryhmien yhteensopimattomuustapauksissa on yha yleisempaa hillitd immuunireaktioita
punasoluihin, jotka siirtyvét sikiosta &@idin verenkiertoon. Annettavaa anti-Rh(D):té siséltédvan
spesifisen gammaglobuliinin maéaré lasketaan arvioimalla fetomaternaalivuodon suuruus.*

Kuvatun tekniikan mukaisesti asianmukaisesti kuivatut ja kiinnitetyt veren sivelyndytteet upotetaan
sitraattipuskuriin, jonka pH on 3,3 ja lampétila 37 °C. Aikuisen hemoglobiini A (HbA) liukenee

pois soluista, kun taas haponkestava fetaalihemoglobiini (HbF) séilyy solussa ja voidaan varjata
mikroskooppitutkimusta varten.

Reagenssit

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

Hapan hematoksyliiniliuos (luettelonro 2852)
Hematoksyliini, sertifioitu, 1 g/I, 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 sisdlly 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 jadkaapissa (2-8 °C). Havita, jos siind on merkkeja
mikrobikasvusta.

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

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

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

Pilaantuminen

Havita hapan hematoksyliiniliuos, kun soveltuvaan varjaykseen kuluva aika ylittaa
kahdeksan minuuttia.

Valmistelu

Sitraattifosfaattipuskuriliuos valmistetaan laimentamalla 1 tilavuusosa
sitraattifosfaattipuskurikonsentraattia 9 tilavuusosalla vetta.

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

Varotoimet

Nama in vitro -diagnostiset (IVD) laitteet on tarkoitettu kaytettavaksi “in vitro -diagnostiikassa”
kliinisessa laboratorioymparistéssa. Nama IVD-laitteet on tarkoitettu vain patevan
ammattihenkiloston kayttdon. In vitro -diagnostisia Sigma-Aldrich-laitteita saa kayttaa
laboratoriohenkilostd, joka on koulutettu kasittelemaan mahdollisesti tartuntavaarallisia
ihmisperaisia naytteita ja kdyttdmaan mikroskooppeja ja muita laboratoriotarvikkeita ja jolla on
riittdva varinako ja naodntarkkuus 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 téllaisissa ndytteissa on korkea
HbF-pitoisuus. Veren sivelynaytteet eivat ole stabiileja, ja ne on testattava vélittomasti

valmistelun jélkeen.

Huomautukset

Laadunvalvontaa varten suositellaan, ettd jokaiseen testisarjaan sisallytetadn normaalin aikuisen
(HbA) ja vastasyntyneen tai imevaisikdisen (HbF) verta. Barr ja Shafer® raportoivat, ettd EDTA:han
keratystd napaverestd valmistettuja kiinnitettyja positiivisia kontrolliobjektilaseja voidaan sailyttaa
enintdan yhden vuoden ajan —20 °C:ssa suljetussa pahvilaatikossa. Negatiiviset EDTA-kontrollit
eivat kuitenkaan eluoidu kokonaan sen jalkeen, kun niitd on sailytetty yli kaksi kuukautta

—20 °C:ssa. Tutkimuksen tutkijat ehdottavat positiivisten ja negatiivisten sivelyndytteiden
valmistamista samalle objektilasille, jolloin saadaan selkeédt ja nopeat kontrastit viitteeksi
testiobjektilasien lukemiseen.

Normaalialueet’

1ka Fetaalihemoglobiini (%)
Syntymahetkella 50-90
< 2 vuotta 0-4
> 2 vuotta 0-2

Menettely

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

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

3. Kiinnita 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
varjaysartefaktien valttamiseksi.

5. Varjaa objektilaseja kolmen minuutin ajan happamassa hematoksyliiniliuoksessa. Huuhtele
objektilasit huolellisesti tislatulla vedella ja ravista ylimaardinen vesi pois.

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

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

Suorituskykyominaisuudet

Fetaalihemoglobiinia siséltdvien erytrosyyttien osuus voidaan arvioida useilla tavoilla.
Tutkiessaan didin veressa havaittavia merkkeja HbF:&a sisaltavisté soluista Oski ja Naiman?
suosittelivat seuraavaa:

1. Laske erytrosyyttien kokonaismaara viidessa kentédssd ja méaarité keskimaarainen maara
kenttaa kohden.
2. Laske voimakkaasti varjdytyneiden, HbF:&a sisaltavien erytrosyyttien maara noin 30 kentdssa
ja maarita keskimaarainen maara kenttaa kohden.
3. Laske HbF:aa siséltavien erytrosyyttien prosentuaalinen osuus erytrosyyttien kenttékohtaisen
kokonaismé&aran perusteella.
Tulokset raportoidaan HbF:n esiintymisen prosentuaalisena osuutena.

Oskin ja Naimanin® mukaan talla menetelmalla pystytaan 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.

Luettelonro Tuotteen Kohde Maarltyksen Maéédrityksen Madéritysten Maaritysten
kuvaus sisdinen vélinen vélinen
spe fisyys herkkyys spesifisyys herkkyys
Sitraattifosfaatti- Fetaalihe-

2851 puskurikonsentraatti  moglobiini 3/3 3/3 3/3 3/3
Hapan

2852 hematoksyliiniliuos Tumat 3/3 3/3 3/3 3/3
. . Fetaalihe-

2853 Eosiini B -liuos moglobiini 3/3 3/3 3/3 3/3
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Varoitukset ja vaarat
Katso paivitetyt riski-, vaara- ja turvallisuustiedot kayttoturvallisuustiedotteesta ja tuotemerkinnoista.

285C:

ok

H319 Arsyttaa voimakkaasti silmia.

H331 Myrkyllistd hengitettyna. Turvalausekkeet

P261 Valtd sumun tai hdyryn hengittdmista.

P264 Pese iho huolellisesti kasittelyn jélkeen.

P271 Kéayta ainoastaan ulkona tai tiloissa, joissa on hyvé ilmanvaihto.
P280 Kéayta silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

P304 + P340 + P311 JOS KEMIKAALIA ON HENGITETTY: Siirrd henkilo raittiiseen ilmaan ja varmista
vaivaton hengitys. Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/I|&&kariin.

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

285D:

ok

H319 Arsyttaa voimakkaasti silmié.

H331 Myrkyllistd hengitettyna. Turvalausekkeet

P261 Valtd sumun tai hdyryn hengittdmista.

P264 Pese iho huolellisesti kasittelyn jélkeen.

P271 Kéayta ainoastaan ulkona tai tiloissa, joissa on hyvé ilmanvaihto.
P280 Kéayta silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

P304 + P340 + P311 JOS KEMIKAALIA ON HENGITETTY: Siirrd henkilo raittiiseen ilmaan ja varmista
vaivaton hengitys. Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/I|&&kariin.

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

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

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

u Valmistaja

Katso kayttdohje

Luettelonumero

Erédkoodi

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

Valtuutettu edustaja Euroopan c E
yhteisdssé / Euroopan unionissa

in vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu

Viimeinen kayttopaiva laégkinnallinen laite

Huomio

«
/i’ Lampétilarajoitus
il

Valmistuspaiva Maahantuoja

Valtuutettu edustaja Sveitsissa

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.

Versiohistoria

Versio 4.0 2014

Versio 5.0 2016

Versio 6.0 2023

Siirretty uuteen pohjaan, jossa on ajantasaiset brandimerkit. Maininta ammattikaytosta
lisatty kayttotarkoitukseen ja varotoimiin. Kayttotarkoitus tarkistettu IVDR-
ohjeistusten mukaisesti. "Materiaalin kadyttoturvallisuustiedote” paivitetty muotoon
"kayttoturvallisuustiedote”. Yhteystiedot péivitetty. Poistettu ohje CLSI-ohjeistuksen
noudattamisesta naytteenotossa. Symboliosiosta poistettu “EN 980" ja tilalle

vaihdettu “EN ISO 15223-1:2021". Lisatty haittatapahtumien yhteydessa kaytettavat
yhteystiedot. Kirjallisuusviitteet paivitetty. Lisatty versiohistoriataulukko. Lisatty kohta
Varoitukset ja vaarat. Lisdtty CH-REP-tiedot.

Sigma-Aldrich, Inc.,

3050 Spruce Street,

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

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

el

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,

Germany

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

M-alkukirjain ja Sigma-Aldrich ovat Merck KGaA -yhtién, Darmstadt, Saksa, tai sen tytaryhtiéiden tavaramerkkeja.
Kaikki muut tavaramerkit ovat haltijoidensa omaisuutta. Yksityiskohtaiset tavaramerkkitiedot ovat saatavilla
julkisista lahteista.

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

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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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-vitrodiagnostisch 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 gedroogd en gefixeerd zijn,
ondergedompeld in een citraatbuffer met pH 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

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

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

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

Procedure

Monsterafname

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.5 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. Negatieve EDTA-controles elueren echter niet
volledig wanneer ze langer dan 2 maanden bij -20 °C zijn bewaard. 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. Productbe- Doel Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
nr. schrijving specificiteit gevoeligheid specificiteit gevoeligheid
Citraat-fosfaat- Foetaal
2851 bufferconcentraat hemoglobine 3van3 3van3 3van3 3van3
Zure-
2852  hematoxyline- Kernen 3van3 3van 3 3van3 3van 3
oplossing
Eosine Foetaal
2853 B-oplossing hemoglobine 3van3 3van3 3van3 3van3
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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:

ok

H319 Veroorzaakt ernstige oogirritatie.

H331 Giftig bij inademing. Veiligheidsaanbeveling(en)

P261 Inademing van nevel of dampen vermijden.

P264 Na het werken met dit product de huid grondig wassen.
P271 Alleen buiten of in een goed geventileerde ruimte gebruiken.
P280 Draag oogbescherming/gezichtsbescherming.

P304 + P340 + P311 NA INADEMING: Breng de persoon in de frisse lucht en zorg dat hij
comfortabel kan ademen. Bel een ANTIGIFCENTRUM of een arts.

P305 + P351 + P338 BIJ CONTACT MET DE OGEN: Spoel zachtjes af met water gedurende enkele
minuten. Contactlenzen verwijderen, indien aanwezig en gemakkelijk te doen. Blijven spoelen.

285D:

ok

H319 Veroorzaakt ernstige oogirritatie.

H331 Giftig bij inademing. Veiligheidsaanbeveling(en)

P261 Inademing van nevel of dampen vermijden.

P264 Na het werken met dit product de huid grondig wassen.
P271 Alleen buiten of in een goed geventileerde ruimte gebruiken.
P280 Draag oogbescherming/gezichtsbescherming.

P304 + P340 + P311 NA INADEMING: Breng de persoon in de frisse lucht en zorg dat hij
comfortabel kan ademen. Bel een ANTIGIFCENTRUM of een arts.

P305 + P351 + P338 BIJ CONTACT MET DE OGEN: Spoel zachtjes af met water gedurende enkele
minuten. Contactlenzen verwijderen, indien aanwezig en gemakkelijk te doen. Blijven spoelen.

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.
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Sigma-Aldrich.

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 nadin in jih nato obarvamo, se eritrociti s hemoglobinom
F obarvajo, medtem ko so tisti, ki vsebujejo le hemoglobin odraslih, videti kot »sence«.

Tehniko uporabe mikroskopskih preparatov 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 izbolj$anje 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 ustrezno posuseni in fiksirani krvni razmazi potopijo v citratni pufer
z vrednostjo pH 3,3 pri 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

« Etanolni fiksativ (kat. $t. 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, Ce 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 klinicnem laboratoriju. Ti izdelki IVD

so namenjeni le strokovni uporabi s strani usposobljenega osebja. Z napravami Sigma-Aldrich IVD

lahko upravlja laboratorijsko osebje, ki je usposobljeno za ravnanje s ¢loveskimi vzorci, ki so lahko
kuzni, za uporabo mikroskopov in druge laboratorijske opreme ter ima sposobnost zaznavanja barv
in ostrino vida za razlikovanje barv in drugih predmetov pod mikroskopom.

Upostevati je treba obicajne previdnostne ukrepe pri ravnanju z laboratorijskimi reagenti. Odpadke
odstranite v skladu z vsemi lokalnimi, 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. $t. 2854) na ml krvi

(1 kapljica = 1 mg). Ceprav naj bi bile mesanice krvi in EDTA zadovoljive za uporabo do 2 tednov,
¢e so shranjene v hladilniku.? Iz krvi, zbrane v oksalatu, je treba razmaze pripraviti v 24 urah.5 Pri
vzorcih novorojenckov je priporocljivo kri razred¢iti 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 se negativne kontrole EDTA po ve¢ kot 2-mesecnem skladis¢enju
pri -20 °C ne eluirajo v celoti. 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 pozitivno HbF krvjo (popkovni¢na 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 kontrastno 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 ve¢jega polja morda teZje Steti.)

Znacilnosti delovanja

Delez eritrocitov, ki vsebujejo fetalni hemoglobin, lahko ocenimo na vec 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 povprecno Stevilo na polje.
2. Prestejte Stevilo globoko obarvanih eritrocitov, ki vsebujejo HbF, v priblizno 30 poljih in
dolocite povprecno Stevilo na polje.
3. Izradunajte 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 pomo¢
podjetja Sigma-Aldrich.

Znacilnosti analiticne ucdinkovitosti

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

Kat. Opis izdelka Cilj Specifi¢- Obéutlji- Specifié¢- Obcutljivost
st. nost znot-  vost znot- nost med med testi
raj testa raj testa testi
Koncentrat .
2851 citratnega  HeMOgIobIN 5043 30d3 30d3 30d3
fosfatnega pufra P
Kisla raztopina
2852 hematoksilina Jedra 30d3 30d3 30d3 30d3
Raztopina Hemoglobin
2853 eozina B ploda 30d3 30d3 30d3 30d3

Opozorila in nevarnosti

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

285C:

ok

H319 Povzroca hudo drazenje oci.

H331 Strupeno pri vdihavanju. Previdnostni ukrepi
P261 Ne vdihavati meglice ali hlapov.

P264 Po uporabi temeljito umiti koZo.

P271 Uporabljati le zunaj ali v dobro prezracevanem prostoru.



P280 Nositi zascito za oc¢i/zascito za obraz.

P304 + P340 + P311 PRI VDIHAVANJU: Prenesti osebo na svez zrak in jo pustiti v udobnem
polozaju, ki olajsa dihanje. Pokli¢ite CENTER ZA ZASTRUPITVE/zdravnika.

P305 + P351 + P338 PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj minut. Odstranite kontaktne
lece, ¢e jih imate in ¢e to lahko storite brez tezav. Nadaljujte z izpiranjem.

285D:

b

H319 Povzroca hudo drazenje oci.

H331 Strupeno pri vdihavanju. Previdnostni ukrepi

P261 Ne vdihavati meglice ali hlapov.

P264 Po uporabi temeljito umiti koZo.

P271 Uporabljati le zunaj ali v dobro prezratevanem prostoru.
P280 Nositi zascito za oci/zascito za obraz.

P304 + P340 + P311 PRI VDIHAVANJU: Prenesti osebo na svez zrak in jo pustiti v udobnem
polozaju, ki olajsa dihanje. Pokli¢ite CENTER ZA ZASTRUPITVE/zdravnika.

P305 + P351 + P338 PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj minut. Odstranite kontaktne
lece, ¢e jih imate in &e to lahko storite brez tezav. Nadaljujte z izpiranjem.

Ce je med uporabo te naprave ali kot posledica njene uporabe pri$lo do resnega
incidenta, o tem obvestite proizvajalca in/ali njegovega pooblaséenega zastopnika
ter ustrezen drzavni organ.

Definicije simbolov
Simboli, kot so opredeljeni v standardu EN ISO 15223-1:2021

Proizvajalec Katalo$ka $tevilka

Natan¢no preberite navodila

Koda serije
za uporabo
Pooblasceni zastopnik v Evropski c E Izjava Evropske unije o skladnosti
skupnosti/Evropski uniji (opredeljena v IVDR 2017/746)

Medicinski diagnostic¢ni pripomocek
in vitro

&
,}’ Temperaturna omejitev A Pozor
el ®

Rok uporabe

Datum izdelave Uvoznik

Oznacuje pooblascenega zastopnika
[cH [Rep] v
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Kontaktni podatki

Ce zelite oddati narocilo, obis¢ite nade spletno mesto SigmaAldrich.com. Ce Zelite tehni¢no pomo¢,
obis¢ite stran tehni¢nega servisa na nasem spletnem mestu SigmaAldrich.com/techservice.

Zgodovina revizij

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

Preneseno v novo predlogo s trenutno blagovno znamko. Navedeno za poklicno
uporabo v okviru predvidene uporabe in previdnostnih ukrepov. Revidiran je namen
uporabe za uskladitev s smernicami IVDR. Posodobljen je varnostni list materiala v
varnostni list. Posodobljeni so kontaktni podatki. Odstranjeno je navodilo, da je treba
pri zbiranju vzorcev upostevati standard CLSI. Odstranjen je standard EN 980 in za
simbole spremenjen v standard EN ISO 15223-1:2021. Dodani so kontaktni podatki
v primeru nezelenih dogodkov. Posodobljeni so viri literature. Dodana je preglednica
zgodovine revizij. Dodana so opozorila in nevarnosti. Dodane so bile informacije o
zastopniku v Svici.
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