SIGMA-ALDRICH’

NAPHTOL AS-D KLORACETAT-
ESTERASE OG
0o-NAPHTHYLACETATESTERASE

(Procedure nr. 91)

TILSIGTET ANVENDELSE

Til cytologisk pavisning af specifik og uspecifik
leukocytesterase. Esterasereagenser er til in vitro diagnostisk
brug.

Celluleere esteraser er ubikviteere og synes at
repraesentere en reekke forskellige enzymer, der reagerer pa
givne stoffer. Under definerede reaktionsbetingelser kan det
veere muligt at bestemme hzemopoietiske celletyper ved
hjeelp af specifikke esterasestoffer. De beskrevne metoder
giver haematologer og heematopatologer metoder til at skelne
granulocytter fra monocytter.*®

Testen udferes ved at inkubere blod, knoglemarvsfilm
eller veevskontaktpreeparater i enten naphthol AS-D
kloracetat (NCAE) eller a-naphthylacetat (NAE) ved
tilstedeveerelse af friskdannet diazoniumsalt. Enzymatisk
hydrolyse af esterbindinger friger frie naphtholforbindelser.
Disse forbindelser kobles med diazoniumsalt og danner
kraftigt farvede aflejringer pa steder med enzymaktivitet.

De nyeste procedurer, der omfatter Sigma-Aldrichs
procedurer, anvender stabile diazoniumsalte. Disse salte
dannes ved at lade et arylamin reagere med natriumnitrit i et
syremedie.’ Reaktionsproduktet diazoniumklorid (der som
regel er ustabilt) kan behandles med forbindelser, sdsom
zinkklorid, zinksulfat eller naftalen-1-6-disulfonat, sa der
dannes stabile salte. Disse stabilisatorer kan i udpraeget grad
heemme visse enzymatiske systemer, hvorimod
diazoniumklorid er mindre haemmende.® Derfor ferer Sigma-
Aldrich nu stabile oplesninger til Fast Red Violet LB basis,
Fast Blue BB basis og natriumnitrit til esterasecytokemi. Til
yderligere forenkling af disse metoder folger der stabile
oplesninger af naphthol AS-D kloracetat og a-naphthylacetat
med. Disse stabile oplosninger ger det muligt at justere
brugsreagensmeengder efter behov, s& der ikke spildes
materialer.

REAGENSER

NAPHTHOL AS-D KLORACETAT, katalognr. 91-1

Naphthol AS-D kloracetat, 8 mg/ml, og stabilisator.

FAST RED VIOLET LB BASISOPL@SNING, katalognr. 91-2
Fast red violet LB basis, 15 mg/ml, i 0,4 mol/l saltsyre med
stabilisator.

TRIZMAL™ 6,3 KONCENTRAT, katalognr. 91-3

TRIZMA® maleat, 1 mol/l, med overfladeaktivt stof.
pH 6,3 + 0,15 ved 25 °C.

NATRIUMNITRITOPLGSNING, katalognr. 91-4

Natriumnitrit, 0,1 mol/l.

CITRATOPLGSNING, katalognr. 91-5

Citronsyre, 18 mmol/l, natriumcitrat, 9 mmol/l, natriumklorid,
12 mmol/l, and overfladeaktivt stof. pH 3,6 + 0,1 ved 25 °C.
0-NAPHTHYLACETATOPL@SNING, katalognr. 91-6
o-naphthylacetat, 12,5 mg/ml, i methanoloplgsning med
stabilisatorer.

FAST BLUE BB BASISOPL@SNING, katalognr. 91-7

Fast blue BB basis, 15 mg/ml, i 0,4 mol/l saltsyre med
stabilisatorer.

TRIZMAL™ 7,6 KONCENTRAT, katalognr. 91-8

TRIZMA® maleat, 1 mol/l, med overfladeaktivt stof.
pH 7,6 + 0,15 med 25 °C.

HEMATOXYLINOPL@SNING, GILL NR. 3, katalognr. GHS-3
Certificeret hematoxylin, 6,0 g/l, natriumjodat, 0,6 g/, og
aluminiumsulfat, 52,8 g/l med stabilisatorer.
NATRIUMFLUORIDOPL@SNING, katalognr. 91-9
Natriumfluorid, 20 g/I

OPBEVARING OG STABILITET:

Hematoxylinoplesning, Gill nr. 3, opbevares ved
stuetemperatur (18-26 °C), beskyttet mod lys. De andre
reagenser opbevares i koleskab (2-8 °C).

TRIZMAL™ 6,3 koncentrat, TRIZMAL™ 7,6 koncentrat og
citratoplosning er velegnet til anvendelse ved fraveer af
mikrobiel veekst. De andre reagenser er stabile, indtil
udigbsdatoen, som er angivet pa etiketterne.

FORRINGELSE:

TRIZMAL™ koncentrat og citratoplesning skal kasseres
ved abenlys mikrobiel veekst. Hematoxylinoplasning, Gill nr. 3,
skal kasseres, hvis oplasningen bliver brun (overoxidering med
luft) eller lilla (syretab).

KLARGORING:

Opvarm alle reagenser til stuetemperatur (18-26 °C)
inden brug. Esterasereagenser leveres klar til brug.

Citrat-acetone-formaldehydfiksativ: Tilseet 65 ml acetone
og 8 ml 37 % formaldehyd til 25 ml citratoplesning, katalog-
nr. 91-5. Heeld fiksativet i en glasflaske, og seet 1&g pa, der
lukker teet. Opbevares i keleskab (2—-8 °C). Skal bringes pa
stuetemperatur (18-26 °C) inden brug. Stabil i op til 4 uger ved
opbevaring teet lukket i keleskab

FORHOLDSREGLER:

De normale forholdsregler ved handtering af laboratorie-
reagenser skal folges. Ved kassering af affald skal alle lokale og
nationale bestemmelser overholdes. Der henvises til materiale-
sikkerhedsdatabladet angaende opdaterede oplysninger om
risici, fare eller sikkerhed.

Amerikanske risiko- og sikkerhedserkleeringer

Naphthol AS-D kloracetatoplesning er LOKALIR-
RITERENDE. Kan danne eksplosive peroxider. Kan give allergi
ved hudkontakt. Emballagen skal holdes teet lukket. Beer
passende beskyttelsesbeklaedning.

Fast Red Violet LB basisoplgsning er GIFTIG. Farlig ved
indtagelse. Giftig ved indanding. Atsningsfare. | tilfeelde af
kontakt med gjnene skylles straks grundigt med masser af
vand og leegehjeelp soges. Baer passende beskyttelsesdragt,
handsker og gjen-/ansigtsbeskyttelse. Ved ulykkestilfeelde eller
ildebefindende ber der omgéaende seges leegehjeelp (vis
etikken hvis det er muligt). Malorganer: lever og nyrer.

TRIZMAL™ 6,3 koncentrat. Advarsel: Stoffet er endnu ikke
fuldt ud testet.

o-naphthylacetatoplesning er BRENDBAR og GIFTIG.
Giftig ved indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse. Irriterer
gjnene og huden. Giftig: fare for alvorlig varig skade for helbred
ved indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse. Holdes vaek
fra anteendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt
med gjnene skylles straks grundigt med masser af vand og
laegehjeelp soges. Baer passende beskyttelsesbekleedning og -
handsker. Ved ulykkestilfeelde eller ildebefindende ber der
omgaende sgges leegehjeelp (vis etikken hvis det er muligt).

Fast Blue BB basisoplgsning er GIFTIG. Farlig ved
indtagelse. Giftig ved indanding. Atsningsfare. | tilfeelde af
kontakt med gjnene skylles straks grundigt med masser af
vand og leegehjeelp soges. Baer passende beskyttelsesdragt,
handsker og gjen-/ansigtsbeskyttelse. Ved ulykkestilfeelde eller
ildebefindende ber der omgéaende seges leegehjeelp (vis
etikken hvis det er muligt). Malorganer: lever og nyrer.

Gills 3 hematoxylinoplesning er SUNDHEDSSKADELIG.
Farlig ved indtagelse. Irriterer gjnene, andedraetsorganerne og
huden. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt
med masser af vand og legehjeelp soges. Beer passende
beskyttelsesbeklaedning.

Acetone er BRANDBAR og LOKALIRRITERENDE.
Irriterer gjnene. Gentagen kontakt kan medfere udterring af eller
revner i huden. Dampe kan forarsage slevhed og svimmelhed.
Emballagen skal opbevares pa et godt ventileret sted. Holdes
veek fra antaendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt
med gjnene skylles straks grundigt med masser af vand og
leegehjeelp seges. Malorganer: lever og nyrer.

2 % natriumfluoridoplesning. Advarsel: Undga kontakt og
indanding. Méalorganer: nyrer og knogler.

Formaldehydoplesning er GIFTIG. Giftig ved indanding,
ved hudkontakt og ved indtagelse. /Etsningsfare. Begraenset
dokumentation for kreeftfremkaldende virkning. Kan give allergi
ved hudkontakt. Kan forarsage arvelige genetiske skader. |
tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt med
masser af vand og legehjelp seoges. Beer passende
beskyttelsesdragt, handsker og gjen-/ansigtsbeskyttelse. Ved
ulykkestilfeelde eller ildebefindende ber der omgaende soges
leegehjeelp (vis etikken hvis det er muligt). Ma kun bruges pa
steder med god ventilation.

Risiko- og sikkerhedserkleeringer i EU

Naphthol AS-D kloracetatoplesning er LOKALIR-
RITERENDE. Kan danne eksplosive peroxider. Kan give allergi
ved hudkontakt. Emballagen skal holdes taet lukket. Beer
passende beskyttelsesbeklaedning.

Fast Red Violet LB basisoplesning er SUNDHEDS-
SKADELIG. Farlig ved indtagelse.

TRIZMAL™ 6,3 koncentrat. Advarsel: Stoffet er endnu ikke
fuldt ud testet.

o-naphthylacetatoplasning er GIFTIG. Brandfarlig. Giftig
ved indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse. Giftig: fare for
alvorlig varig skade for helbred ved indanding, ved hudkontakt
og ved indtagelse. Irriterer gjnene og huden. Holdes veek fra
antaendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med
ojnene skylles straks grundigt med masser af vand og
leegehjeelp seges. Beer passende beskyttelsesbekleedning og -
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handsker. Ved ulykkestilfzelde eller ildebefindende bor der
omgaende soges laegehjeelp (vis etikken hvis det er muligt).

Fast Blue BB basisoplosning er SUNDHEDSSKADELIG.
Farlig ved indtagelse.

Gills 3 hematoxylinoplgsning er SUNDHEDSSKADELIG.
Farlig ved indtagelse. Irriterer gjnene, &ndedraetsorganerne og
huden. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt
med masser af vand og laegehjeelp soges. Baer passende
beskyttelsesbeklzedning.

Acetone er MEGET BRANDFARLIG og LOKALIR-
RITERENDE. Meget brandfarlig. Irriterer gjnene. Gentagen
kontakt kan medfere udterring af eller revner i huden. Dampe
kan forarsage slovhed og svimmelhed. Emballagen skal
opbevares pa et godt ventileret sted. Holdes veek fra
anteendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med
ojnene skylles straks grundigt med masser af vand og
laegehjeelp soges.

2 % natriumfluoridoplesning. Undga indanding af dampe.
Undga kontakt med huden og gjnene.

Formaldehydoplgsning er GIFTIG. Giftig ved indanding,
ved hudkontakt og ved indtagelse. AEtsningsfare. Begreenset
dokumentation for kreeftfremkaldende virkning. Kan give allergi
ved hudkontakt. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks
grundigt med masser af vand og legehjelp soges. Beer
passende beskyttelsesdragt, handsker og ejen-/ansigtsbes-
kyttelse. Ved ulykkestilfeelde eller ildebefindende ber der
omgaende soges leegehjeelp (vis etikken hvis det er muligt). Ma
kun bruges pa steder med god ventilation.

PROCEDURER

PROVEINDSAMLING:

Det anbefales, at proveindsamling sker i henhold til
NCCLS-dokumentet M29—-A2. Der er ingen kendt testmetode,
som kan give fuldstaendig sikring af, at blodprover eller veev
ikke overfarer infektion. Derfor skal alle blodderivater eller
vaevsprover behandles som potentielt infektiose.

Blod, knoglemarvsfilm, vaevskontaktpraeparater og
cytocentrifugeringspreeparater kan anvendes med bade o-
naphthylacetatesterase og naphthol AS-D kloracetatesterase.
Der kan enten anvendes EDTA eller heparin som
antikoagulans.” Frosne og paraffinindstebte veevssnit kan
anvendes med naphthol AS-D kloracetatesterase. o-
naphthylacetatesterase er velegnet til anvendelse pa frosne
veevssnit." Blod og knoglemarvsfilm kan opbevares fikseret
ved stuetemperatur (18-26 °C) i flere uger og ufikseret i
flere dage uden neevneveerdig eendring i aktivitet.> Der ma
ikke sendes fuldblod til analyse p& andre laboratorier. Send
fikserede eller ufikserede objektglas. Objektglas skal
opbevares keligt under transport. Film skal terre mindst 1 time
for fiksering.

S/ERLIGE NODVENDIGE MATERIALER, DER IKKE

MEDFOLGER:

Acetone, ACS-reagens

Formaldehyd, 37 %, ACS

Natriumfluoridoplesning, katalognr. 91-9 (er pakraevet til
procedure med o-naphthylacetatesterase med fluorid-
haemmer).

BEGRANSNINGER | PROCEDUREN:

De beskrevne procedurer udfgres ved 37 °C. Hvis
reagenserne ikke har denne temperatur, kan det resultere i
svage eller negative reaktioner. Det anbefales, at
temperaturen kontrolleres med et ngjagtigt termometer.
Vandbade med temperaturregulering er mere effektive end
varmluftinkubatorer og skal anvendes til enzymcytokemiske
metoder. Varmeoverforsel gar hurtigere gennem glas end
gennem plast, s der skal anvendes Coplin-skale.

Mange enzymsystemer er foelsomme over for ganske sma
maengder detergent. Indvirkning af detergent pa celluleere
enzymer forhindres ved at vaske glas med fortyndet
blegemiddel og dernaest skylle dem i rigelige maengder
deioniseret vand.

Fikseringssystemet, der beskrives i afsnittet “Reagenser”
indeholder formaldehyd. Hvis fiksativet ikke fjernes ved
grundig skylning, kan selv den mindste maengde aldehyd, der
tilferes inkubationssystemet enten i koncentreret form pa
luftterrede objektglas eller i sma meengder fra vade objektglas,
medfere enzymhaemning. Tab af blodfilm under skylningen kan
undgas ved at rette vandstralen mod objektglassene over den
flade facet. Skyl begge sider af objektglasset.

Resultaterne er til en vis grad baseret pa subjektiv
fortolkning. De enkelte laboratorier bor etablere deres egne
normalomrader.

De data, som opnas via denne procedure, tiener kun som
hjeelp til diagnosticering og skal gennemses i forbindelse med
andre kliniske diagnostiske tests eller oplysninger.
BEMAERKNINGER:

Hvis der anvendes Sigmaseet 390-A og 91-C, skal der
udvises stor omhu ved anvendelse af TRIZMA® bufferkoncentrat,
katalognr. 91-3 og 90-3C, da de ikke ma forbyttes. Hvis der
anvendes forkert buffer, bliver reaktionen negativ.




PROCEDURE:
De beskrevne procedurer udferes ved 37 °C

PROCEDURE MED NAPHTOL AS-D
KLORACETATESTERASE:

1. Forvarm nok deioniseret vand til stoffet til 37 °C.
Kontroller temperaturen inden brug.

2. Tilseet 1 ml natriumnitritoplesning til 1 ml Fast Red Violet
LB basisoplesning i et prevergr umiddelbart for fiksering.
Bland oplesningen forsigtigt ved at vende den, og lad
den sta i 2 minutter. Aktiv udvikling af luftbobler skal
undgas.

3. Tilseet oplesningen fra trin 2 til 40 ml forvarmet
deioniseret vand.

4. Tilseet 5 ml TRIZMAL™ 6,3 bufferkoncentrat. (Se
“Bemaerkninger”)

5. Tilset 1 ml naphthol AS-D kloracetatoplasning.
Oplesningen skal blive rgd. Bland oplgsningen godt, og
heeld den i en Coplin-skal.

6. Bring citrat-acetone-formaldehydoplesning (CAF) pa
stuetemperatur (23-26 °C). Fikser objektglassene ved at
anbringe dem i CAF-oplasning i 30 sekunder.

7. Skyl objektglassene grundigt i rindende deioniseret vand

i 45-60 sekunder, og anbring dem dernaest i

oplesningen fra trin 5. Objektglassene ma ikke torre.

Inkuber i 15 minutter ved 37 °C, beskyttet mod lys.

Efter 15 minutter tages objektglassene op og skylles

grundigt i deioniseret vand i mindst 2 minutter.

10. Kontrastfarv i 2 minutter i hematoxylinoplgsning, Gill
nr. 3.

11.  Skyl under vandhanen, og luftter.

12. Evaluer under mikroskop. Hvis der kreeves daekglas, skal
der anvendes vandigt monteringsmedie.

BEMAERKNINGER:

1. Hvis der anvendes Columbia-skale, skal reagens-
maengden deles med 5.

2. Huvis stoffet (jf. trin 5) ser uklart ud, skal det bringes pa
stuetemperatur (23-26 °C) og blandes godit.

3. Hvis objektglassene er blevet fikseret pa et tidligere
tidspunkt og opbevaret, springes fiksering over (trin 6 og
7), og der pabegyndes farvning af terre, forudfikserede
objektglas, som anvist i trin 8.

PROCEDURE MED o-NAPHTHYLACETATESTERASE:

1. Forvarm nok deioniseret vand til stoffet til 37 °C.
Kontroller temperaturen inden brug.

2. Tilseet 1 ml natriumnitritoplesning til 1 ml Fast Blue BB
basisoplasning i et proverer umiddelbart for fiksering.
Bland oplesningen ved at vende den, og lad den sta i
mindst 2 minutter. Farven skifter fra snavset brun til dyb
gul. Aktiv udvikling af luftbobler skal undgas.

3. Tilset oplesningen fra trin 2 til 40 ml forvarmet

deioniseret vand.

Tilseet 5 ml TRIZMAL™ 7,6 bufferkoncentrat.

Tilseet 1 ml a-naphthylacetatoplesning. Oplesningen skal

blive grenlig. Bland oplasningen godt, og haeld den i en

Coplin-skal.

6. Bring citrat-acetone-formaldehydoplesning (CAF) pa
stuetemperatur (23-26 °C). Fikser objektglassene ved at
anbringe dem i CAF-oplgsning i 30 sekunder. Ryst
objektglassene kraftigt i mindst 5 sekunder.

7. Skyl objektglassene grundigt i rindende deioniseret vand

i 45-60 sekunder, og anbring dem dernaest i

oplesningen fra trin 5. Objektglassene ma ikke torre.

Inkuber i 30 minutter ved 37 °C, beskyttet mod lys.

Efter 30 minutter tages objektglassene op og skylles

grundigt i rindende deioniseret vand i mindst 2 minutter.

10. Kontrastfarv i 2 minutter i hematoxylinoplesning, Gill

nr. 3.

11.  Skyl under vandhanen, og luftter.

12. Evaluer under mikroskop. Hvis der kraeves daekglas, skal

der anvendes vandigt monteringsmedie.

BEMIERKNINGER

Hvis  der anvendes  Columbia-skéle,  skal
reagensmaengden deles med 5.

2. Huvis stoffet (jf. trin 5) ser uklart ud, skal det bringes pa
stuetemperatur (23-26 °C) og blandes godt.

3. Hvis objektglassene er blevet fikseret pa et tidligere
tidspunkt og opbevaret, springes fiksering over (trin 6 og
7), og der pabegyndes farvning af terre, forudfikserede
objektglas, som anvist i trin 8.

PROCEDURE TIL DOBBELTFARVNING MED ESTERASE:
1. Udfer testen med a-naphthylacetatesterase, som anvist
i proceduren. Der skal ikke kontrastfarves.
2. Skyl objektglasset i 5 minutter i deioniseret vand.
3. Udfer testen med naphthol AS-D kloracetatesterase,
som beskrevet i trin 1-12. Udelad trin 6.
PROCEDURE MED a-NAPHTHYLACETATESTERASE
MED FLUORIDHAMMER:
Skent a-naphthylacetatesterase feorst og fremmest
findes i celler af monocytisk afstamning, nar proceduren
udferes som anvist, skal det tages i betragtning, at

8.
9.

S

8.
9.

megakaryocytter og erythroide forlobere er positive over for
dette enzym.”? Lymfocytter og visse modne granulocytter
udviser ogsa lejlighedsvist positiv reaktion.® Natriumfluorid
inkorporeres i inkubationssystemet til afgerende differentiering
af disse celler fra monocytter. Monocytenzymet deaktiveres
ved tilstedeveerelse af denne forbindelse.” Folgende
procedure kan anvendes til at udfere fluoridhaemningstesten.
1. Tilseet 2 ml natriumnitritoplesning til 2 ml Fast Blue BB
basisoplesning. Bland oplasningen forsigtigt ved at vende
den. Lad den sta i 2 minutter.
2. Meerk 2 baegerglas A og B, og tilseet folgende:

Bzegerglas A |Bagerglas B|

Forvarmet 37 °C

deioniseret vand 40 ml 40 ml
Diazoteret Fast Blue BB

fra trin 1 2ml 2ml
TRIZMAL™ 7.6 koncentrat 5ml 5ml
a-naphthylacetatoplgsning 1ml 1ml
Natriumfluoridoplesning — 1ml

3. Blandes godt og heeldes i Coplin-skale maerket A og B.
4. Ga frem som anvist i trin 6-12 i proceduren med o-
naphthylacetatesterase.

RESULTATKARAKTERISTIKA

BEDO@MMELSESMETODE:

Scan filmen, og veelg et tyndt omrade med fa erytrocytter.
Steder med naphthol AS-D kloracetatesteraseaktivitet fremstar
som steerkt red granulering, og a-naphthylacetatesterase som
sort granulering. Giv point fra O til 4+ pa grundlag af de
individuelle farvers kvantitet og intensitet inden for de
respektive celletypers cytoplasma. Bedemmelsen er til en vis
grad baseret pa subjektiv fortolkning. Tabel 1 er forslag til et
bedemmelsesformat. Konklusioner fokuserer pa relativ
tilstedeveerelse eller fraveer af farvning.

TABEL |
Bedommelseskarakteristik
Celle- Farve-
point intensitet Fortolkning
0 Ingen -
1+ Svag til moderat +
2+ Moderat til kraftig +
3+ Kraftig +
4+ Glansfuld +

FORVENTEDE RESULTATER:
NAPHTHOL AS-D KLORACETATESTERASE:

(Fast Red Violet LB) — Enzymet betragtes normalt som
specifik for celler af granulocytisk afstamning. Aktivitetssteder
udviser steerk red granulering. Aktivitet er svag eller ikke til
stede i monocytter og lymfocytter.

0-NAPHTHYLACETATESTERASE:

(Fast Blue BB) — Enzymet detekteres hovedsageligt i
monocytter, makrofager og histocytter og er praktisk talt ikke til
stede i granulocytter. Monocytter skal udvise sort granulering.
Lymfocytter kan lejlighedsvist udvise enzymaktivitet.

0-NAPHTHYLACETATESTERASE MED
FLUORIDHAMMER:

Alle celler af monocytisk afstamning vil veere negative
over for enzymaktivitet undtagen differentierede histiocytter
eller specialiserede makrofager i veev, der ogsa kan veere
modstandsdygtige over for natriumfluorid.”

DOBBELTFARVNING MED ESTERASE:

| prover, der gennemgar dobbeltfarvning, fremstar
granulocytterne med red granulering, og monocytter med sort
granulering.

BEM/ERK: Fast Blue BB basisoplgsning, katalognr. 91-7,
kan erstatte Fast Red Violet LB basisoplesning, katalognr. 91-
2, hvis der foretraekkes bla granulering til naphthol AS-D
kloracetatesterase.

KVALITETSKONTROL:

Reagenssystemet skal kontrolleres ved hjeelp af positive
0g negative kontrolobjektglas.

Positive  kontrolobjektglas  kan  fremstilles  af
leukeemiprover eller specifikke cellelinjer, der vides at veere
positive. Cellelinjer, der er udviklet i kultur, frosne og som
opbevares i flydende nitrogen, fas hos American Type Culture
Collection (ATCC). Cellelinjerne, der egner sig til positive
kontroller, omfatter: A-937, der stammer fra et humant
histiocytisk lymfom, til uspecificeret esterase, HL-60, der er en
promyelocytisk linje, til naphthol AS-D kloracetatesterase, og
Molt-4, der stammer fra en T-celleleukeemi, til o-—
naphtylacetatesterase. Korrekt handteringsprocedure star i
dokumentationen, der leveres sammen med cellelinjerne.
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Antikoagulationsbehandlet blod fra normale prover (helst
med oget monocyttal, hvis  proceduren  med
o-naphtylacetatesterase anvendes) kan ogsa anvendes, men
det giver mindre intens farvning og vil have feaerre positive
celler.

Kendte negative patientobjektglas kan anvendes som
negativ kontrol. Hvis sadanne ikke haves kan farvning af en
prove i en inkubationsblanding med stoffet udeladt give det
onskede resultat. Vi anbefaler steerkt at anvende ferstnaevnte
negative kontrol.

Hvis de observerede resultater afviger fra de forventede,
skal Sigma-Aldrich Technical Service kontaktes ang&ende
yderligere hjeelp.
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