SIGMA-ALDRICH’

NAFTOL AS-D CLOROACETATO
ESTERASAy
o -NAFTIL ACETATO ESTERASA

(Procedimiento ndmero 90)

APLICACION

Los reactivos de Sigma-Aldrich se utilizan para la
demostracion citologica de naftol AS-D cloroacetato esterasa
y a-naftil acetato esterasa en frotis de sangre o médula 6sea,
0 en improntas de tejidos. Los reactivos de esterasa son para
uso diagnéstico in vitro.

Las esterasas celulares son ubicuas y parecen
representar una serie de diferentes enzimas que acttan sobre
determinados sustratos. En condiciones especificas, es posible
determinar los tipos de células hemopoyéticas, mediante
ciertos sustratos de esterasa. Los métodos descritos permiten
distinguir los granulocitos de los monocitos'=.

Para realizar el andlisis, se incuban frotis de sangre o
médula désea, o improntas de tejido, con naftol AS-D
cloroacetato o o-naftil acetato en presencia de una sal de
diazonio estable. La hidrdlisis enzimatica de los enlaces de
ésteres libera los compuestos de naftol. Estos compuestos se
acoplan a la sal de diazonio para formar depésitos muy
coloreados en los puntos de actividad enzimatica.

REACTIVOS

DIMETIL FORMAMIDA, nimero de catalogo 90-10

MONOMETILETER DE ETILENGLICOL, niimero de
catalogo 90-11

NAFTOL AS-D CLOROACETATO, nimero de catélogo 90-5
Capsula de 20 mg.

o-NAFTIL ACETATO, numero de catélogo 90-6
Capsula de 20 mg.

TAMPON TRIZMAL™ 6,3 CONCENTRADO, ntimero de
catalogo 90-3C

Maleato TRIZMA®, 200 mmol/l, con cloroformo como
conservante.

TAMPON TRIZMAL™ 7,6 CONCENTRADO, niimero de
catdlogo 90-2C

Maleato TRIZMA®, 200 mmol/l, con cloroformo como
conservante.

SOLUCION DE HEMATOXILINA DE MAYER, niimero de
catdlogo MHS-1
Hematoxilina, certificada, 0,1 % (p/v), con estabilizantes.

SOLUCION DE HEMATOXILINA ACIDA, niimero de
catdlogo 285-2
Hematoxilina certificada, 1 g/l, y estabilizantes, pH 3,3 a 25 °C.

SAL FAST BLUE RR, numero de catalogo FBS-25
Capsulas ya pesadas. El peso de cada capsula puede variar
con la pureza del lote de tincion, y ha sido optimizado segun
el andlisis.

SAL FAST CORINTH V, nimero de catélogo 90-15
El contenido de tincion consta en la etiqueta del reactivo.

CITRATO CONCENTRADO, nimero de catalogo 386-1
Tampdn de citrato, 0,383 mol/l, pH 5,4 cuando se diluye
segun el procedimiento.

GELATINA DE GLICEROL, numero de catalogo GG-1
Mezcla de glicerol y gelatina, con fenol al 1 %.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD:

Almacenar las soluciones de dimetil formamida,
etilenglicol monometil éter, tampén TRIZMAL™ 6,3
concentrado, tampén TRIZMAL™ 7,6 concentrado, solucion
de hematoxilina de Mayer y solucién hematoxilina &cida, a
temperatura ambiente (18-26 °C).

Almacenar el naftol AS-D cloroacetato, o-naftil acetato y
sal Fast Blue RR a una temperatura inferior a 0 °C.

Almacenar la sal de Fast Corinth V y el citrato
concentrado en refrigeracion (2-8 °C).

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

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

El tampén TRIZMAL™ 6,3 concentrado, el tampén
TRIZMAL™ 7,6 concentrado y el citrato concentrado son
adecuados para uso en ausencia de crecimiento microbiano.

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

Gelatina de glicerol, numero de catalogo GG-1.
Almacenar en frigorifico (2-8 °C).

DETERIORO:

Desechar la dimetil formamida y el etilenglicol monometil
éter si presentan coloracién o turbidez.

La solucion de tampén TRIZMAL™ 6,3 diluida, y la solucion
de tampdn TRIZMAL™ 7,6 diluida, deben utilizarse sélo una vez
y luego desecharse.

Desechar la solucién de hematoxilina de Mayer y la
solucién de hematoxilina acida cuando el tiempo requerido para
obtener la tincién adecuada supere en mas de 5 minutos el
tiempo recomendado en el procedimiento.

PREPARACION:

La solucién de NAFTOL AS-D CLOROACETATO se
prepara disolviendo el contenido de 1 cépsula de Naftol AS-D
cloroacetato en 2 ml de dimetil formamida, numero de
catalogo 90-10. Retirar 1 capsula del congelador cuando sea
necesario. Preparar inmediatamente antes de su uso.

La solucion de o-NAFTIL ACETATO se prepara
disolviendo el contenido de 1 capsula de o-naftil acetato en
2 ml de etilenglicol monometil éter, nimero de catalogo 90-11.
Retirar la capsula del congelador segin sea necesario.
Preparar inmediatamente antes de su uso.

La SOLUCION DE TAMPON TRIZMAL™ 6,3 DILUIDA se
prepara diluyendo 1 parte de tampén TRIZMAL™ 6,3
concentrado en 9 partes de agua desionizada. El pH debe ser
6,3 a una temperatura de 25 °C.

La SOLUCION DE TAMPON TRIZMAL™ 7,6 DILUIDA se
prepara diluyendo 1 parte de tampén TRIZMAL™ 7,6
concentrado en 9 partes de agua desionizada. EIl pH debe ser
de 7,6 a una temperatura de 25 °C.

Las soluciones de hematoxilina de Mayer y hematoxilina
&cida deben ser filtradas antes de su uso.

La SOLUCION DE CITRATO DILUIDA se prepara
diluyendo 1 parte de citrato concentrado, nimero de
catdlogo 386-1, en 9 partes de agua desionizada. pH 5,4
después de la dilucién.

FIJADOR DE CITRATO-ACETONA-METANOL: A 18 ml
de solucion de citrato diluida, afiadir 27 ml de acetona de grado
ACS y 5 ml de metanol, nimero de catdlogo M 1775.
Almacenar bien cerrada a temperatura ambiente (18-26 °C).
Desechar después de 8 horas.

PRECAUCIONES:

Se deben seguir las precauciones normales ejercidas en
el manejo de reactivos de laboratorio. Deshacerse de los
desechos observando todas las normativas locales, regionales
y nacionales. Consultar la Hoja de datos de seguridad del
material para obtener cualquier informacion actualizada sobre
riesgos, peligros o seguridad.

Declaracion de riesgos y seguridad (EE.UU.)

La solucién de dimetil formamida es TOXICA. Perjudicial
por inhalacién y por contacto con la piel. Irritante para los ojos
y la piel. Puede causar dafos al feto. No inhalar los vapores.
Usar ropa protectora adecuada, guantes y proteccion para los
ojos y el rostro. En caso de accidente o de malestar, buscar
atencién médica inmediatamente (mostrar la etiqueta si es
posible). Combustible - Se absorbe faciimente a través de la
piel. Organos a los que afecta: higado y rifiones.

_ El etilenglicol monometil éter es COMBUSTIBLE y
TOXICO. Perjudicial por inhalacion, por contacto con la piel y en
caso de ingestion. Irritante para los ojos, sistema respiratorio y
piel. Posible riesgo de infertilidad. Puede causar dafios al feto.
En caso de accidente o de malestar, buscar atencion médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible). Evitar la
exposicién — solicitar instrucciones especiales antes de su uso.
Organos a los que afecta: sangre y rifiones.

Naftol AS-D cloroacetato y o-naftil acetato. Precaucién:
Evitar el contacto y la inhalacion.

El tampon TRIZMAL™ 7,6 concentrado y el tampon
TRIZMAL™ 6,3 concentrado son PERJUDICIALES.
Perjudiciales en caso de ingestion. Evidencia escasa de
efectos carcindégenos. Perjudiciales: peligro de dafos graves a
la salud por exposicién prolongada, inhalacién o ingestion.
Llevar ropa protectora adecuada. Posibles carcindgenos.
Calificados como PROP 65 (carcinégenos). )

La solucién de hematoxilina de Mayer es TOXICA. Téxica
en caso de ingestién. Irritante para los ojos, sistema
respiratorio y piel. En caso de contacto con los ojos, enjuagar
inmediatamente con agua abundante y buscar atencion
médica. Usar ropa y guantes protectores adecuados. En caso
de accidente o de malestar, buscar atencion médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible). Organos a
los que afecta: nervios e higado. i

La solucién de hematoxilina acida es TOXICA. Téxica en
caso de ingestion. Irritante para los ojos, sistema respiratorio y
piel. En caso de contacto con los ojos, enjuagar
inmediatamente con agua abundante y buscar atencion
médica. Usar ropa y guantes protectores adecuados. En caso
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de accidente o de malestar, buscar atencion médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible). Organos a
los que afecta: nervios e higado.

Sal de Fast Blue RR. Evitar el contacto y la inhalacion.

La sal de Fast Corinth V es TOXICA. Perjudicial por
inhalacion, por contacto con la piel y en caso de ingestion.
Puede causar cancer. Puede causar dafios genéticos
hereditarios. No inhalar el polvo. Usar ropa protectora
adecuada, guantes y proteccion para los ojos y el rostro. En
caso de accidente o de malestar, buscar atencién médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).

La solucion de citrato concentrado es CORROSIVA.
Provoca quemaduras. En caso de contacto con los ojos,
enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar
atencién médica. Usar ropa protectora adecuada, guantes y
proteccion para los ojos y el rostro. En caso de accidente o de
malestar, buscar atencién médica inmediatamente (mostrar la
etiqueta si es posible). .

El metanol es INFLAMABLE y TOXICO. Téxico por
inhalacién, por contacto con la piel y en caso de ingestion.
Toxico: peligro de efectos irreversibles muy graves por
inhalacién, por contacto con la piel y en caso de ingestién.
Irritante para los ojos y la piel. Mantener el envase bien cerrado.
Mantener alejado de las llamas — no fumar. Tomar medidas
cautelares contra descargas de electricidad estatica. Evitar el
contacto con la piel. Usar ropa y guantes protectores adecuados.
En caso de accidente o de malestar, buscar atencion médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).

La acetona es INFLAMABLE e IRRITANTE. Irritante para
los ojos. Una exposicion reiterada puede causar sequedad o
grietas en la piel. Los vapores pueden causar somnolencia o
mareo. Mantener el envase en un lugar bien ventilado.
Mantener alejada de las llamas — no fumar. En caso de
contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente con agua
abundante y buscar atencion médica. Organos a los que
afecta: higado y rifiones.

Solucion de fluoruro sodico al 2 %. Precaucion: Evitar
el contacto y la inhalacién. Organos a los que afecta: riflones
y huesos.

Declaracion de riesgos y seguridad (U.E.)

La solucién de dimetil formamida es TOXICA. Perjudicial
por inhalacion y por contacto con la piel. Irritante para los ojos.
Puede causar dafios al feto. En caso de accidente o de
malestar, buscar atencién médica inmediatamente (mostrar la
etiqueta si es posible). Uso restringido a profesionales.
Atencién — Evitar la exposicién — solicitar instrucciones
especiales antes de su uso. i

El etilenglicol monometil éter es TOXICO. Inflamable.
Perjudicial por inhalacién, por contacto con la piel y en caso
de ingestion. Posible riesgo de infertilidad. Puede causar
dafios al feto. En caso de accidente o de malestar, buscar
atencién médica inmediatamente (mostrar la etiqueta si es
posible). Evitar la exposicién - solicitar instrucciones
especiales antes de su uso.

Naftol AS-D cloroacetato y a-naftil acetato. No inhalar el
polvo. Evitar el contacto con la piel y los ojos.

La solucién de hematoxilina de Mayer es perjudicial.
Perjudicial en caso de ingestion.

La solucién de hematoxilina &cida es perjudicial.
Perjudicial en caso de ingestion.

Sal de Fast Blue RR. No inhalar el polvo. Evitar el
contacto con la piel y los ojos. i

La sal de Fast Corinth V es TOXICA. Perjudicial por
inhalacién, por contacto con la piel y en caso de ingestion.
Puede causar cancer. Puede causar dafios genéticos
hereditarios. No inhalar el polvo. Usar ropa protectora
adecuada, guantes y proteccion para los ojos y el rostro. En
caso de accidente o de malestar, buscar atencion médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible). Evitar la
exposicion — solicitar instrucciones especiales antes de su uso.

El citrato concentrado es IRRITANTE. Irritante para los
ojos y la piel. En caso de contacto con los ojos, enjuagar
inmediatamente con agua abundante y buscar atencién
médica. Usar ropa y guantes protectores adecuados.

El metanol es ALTAMENTE INFLAMABLE y TOXICO.
Altamente inflamable. Téxico por inhalacién, en contacto con
la piel y en caso de ingestion. Téxico: peligro de efectos
irreversibles muy graves por inhalacion, por contacto con la
piel y en caso de ingestién. Mantener el envase bien cerrado.
Mantener alejado de las llamas — no fumar. Usar ropa y
guantes protectores adecuados. En caso de accidente o de
malestar, buscar atencién médica inmediatamente (mostrar la
etiqueta si es posible).

La acetona es ALTAMENTE INFLAMABLE e IRRITANTE.
Altamente inflamable. Irritante para los ojos. Una exposicion
reiterada puede causar sequedad o grietas en la piel. Los
vapores pueden causar somnolencia o mareo. Mantener el
envase en un lugar bien ventilado. Mantener alejada de las
llamas — no fumar. En caso de contacto con los ojos, enjuagar
inmediatamente con agua abundante y buscar atencién médica.

Solucién de fluoruro sédico al 2 %. Evitar el contacto con
la piel y los ojos.



PROCEDIMIENTO

RECOGIDA DE LA MUESTRA:

Se recomienda que la recogida de la muestra se lleve a
cabo de acuerdo con las directrices del documento M29-A2
de la NCCLS. Ningin método de prueba puede garantizar la
completa seguridad de que las muestras de sangre o tejido
no transmitan infecciones. Por lo tanto, todos los derivados de
la sangre o muestras de tejido deben considerarse
potencialmente infecciosos.

Pueden utilizarse frotis de sangre y médula 6sea,
improntas de tejidos y preparaciones citocentrifugadas, tanto
con el o-naftil acetato esterasa como con el naftol AS-D
cloroacetato esterasa. Puede utilizarse EDTA o heparina como
anticoagulante®. Pueden utilizarse tejidos congelados y
embebidos en parafina con el naftol AS-D cloroacetato
esterasa. El o-naftil acetato esterasa puede utilizarse
satisfactoriamente en cortes de tejido congelados®. Los frotis
de sangre o médula désea pueden almacenarse fijados a
temperatura ambiente (18-26 °C) durante varias semanas, y
sin fijar durante varios dias sin que se aprecien cambios de
actividad®®. No enviar sangre total para ensayos a otros
laboratorios. Enviar los portaobjetos fijados o sin fijar. Los
portaobjetos deben mantenerse frescos durante el traslado. Los
frotis deben dejarse secar al menos 1 hora antes de su fijacion.

MATERIAL ESPECIAL NECESARIO PERO NO

SUMINISTRADO:

Metanol absoluto

Acetona, reactivo ACS

Solucién de fluoruro sddico, numero de catalogo 91-9
Fluoruro sédico, 2 g/dI

NOTAS:

Los procedimientos descritos se realizan a 37 °C. Si los
reactivos no estan a esa temperatura, las reacciones pueden
resultar débiles o negativas. Se recomienda comprobar las
temperaturas con un termémetro preciso. Los bafos de agua
con temperatura controlada son mucho mas eficaces que las
incubadoras de aire caliente, y deben utilizarse con los
métodos citoquimicos enzimaticos. La transferencia de calor
a través del vidrio es mas rapida que a través del plastico, por
lo que deben utilizarse vasos de Coplin.

Muchos de los sistemas enzimaticos son sensibles a
infimas trazas de detergente. Lavar los utensilios de vidrio
con un blanqueador diluido y aclararlos con abundantes
cantidades de agua desionizada para impedir el efecto del
detergente sobre las enzimas celulares.

Los resultados estan basados en un cierto grado de
interpretacion subjetiva. Cada laboratorio debe establecer
sus propios rangos normales.

Los datos obtenidos mediante este procedimiento sélo
sirven como ayuda en el diagnéstico y deben ser revisados
junto con otras pruebas clinicas o informacién de diagndstico.

PROCEDIMIENTO CON NAFTOL AS-D CLOROACETATO
ESTERASA:

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

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

3. Removiendo constantemente, afadir a 50 ml de
solucién de tampén TRIZMAL™ 6,3 diluida,
PRECALENTADA A 37 °C, el contenido de 1 capsula de
sal de Fast Corinth V, niumero de catdlogo 90-15.

4. Una vez completamente disuelta la sal en el tampén,
afadir 2 ml de solucién de naftol ASD cloroacetato. La
solucién tendra un aspecto bastante turbio.

5. Continuar mezclando durante 15-30 segundos y luego
verter en un vaso de Coplin. NO FILTRAR.

6. Colocar las muestras en la solucién de tincién (del
paso 5) e incubar a 37 °C durante 5 minutos.

NOTA: PROTEGER DE LA LUZ.

7. Retirar los portaobjetos de la solucién de tincién y
lavarlos con agua desionizada durante 3 minutos.
Desechar la solucién de tincion.

8. Si se desea, contratefir con solucién de hematoxilina
acida, numero de catalogo 285-2, durante 5-10 minutos
y luego lavar con agua del grifo.

9. Secar los portaobjetos al aire y examinarlos con el
microscopio. Si es necesario cubrirlos, utilizar sélo un
medio de montaje acuoso.

PROCEDIMIENTO CON o. -NAFTIL ACETATO ESTERASA:
1. Fijar los portaobjetos con fijador de citrato-acetona-
metanol durante 1 minuto a temperatura ambiente
(18-26 °C).
2. Lavar a fondo con agua desionizada y secar al aire
durante al menos 20 minutos.

3. Removiendo constantemente, afiadir a 50 ml de solucién
de tampén TRIZMAL™ 7,6 diluida, PRECALENTADA A
37 °C, el contenido de 1 capsula de sal de Fast Blue RR,
numero de catalogo FBS-25.

4. Una vez completamente disuelta la sal en el tampdn,
afadir 2 ml de solucion de o-naftil acetato. La solucién
tendréd un aspecto amarillo y ligeramente turbio.

5. Continuar mezclando durante 15-20 segundos y luego
verter en un vaso de Coplin. NO FILTRAR.

6. Colocar las muestras en la solucién de tincion (del
paso 5) e incubar a 37 °C durante 30 minutos.

NOTA: PROTEGER DE LA LUZ.

7. Retirar los portaobjetos de la solucién de tincién y lavarlos
con agua desionizada durante 3 minutos. Desechar la
solucién de tincién.

8. Si se desea, contratefiir con solucién de hematoxilina de
Mayer, nimero de catédlogo MHS-1, durante 5-10 minutos
y luego lavar con agua del grifo.

9. Secar los portaobjetos al aire y examinarlos con el
microscopio. Si es necesario cubrirlos, utilizar sélo un
medio de montaje acuoso.

PROCEDIMIENTO DE TINCION DOBLE DE ESTERASA:

1. Realizar el ensayo de o-naftil acetato esterasa, tal y como se
describe en la seccion del procedimiento correspondiente.
No contratefir.

2. Aclarar los portaobjetos con agua desionizada durante
5 minutos.

3. Realizar el ensayo de naftol AS-D cloroacetato esterasa
tal y como se describe en la seccién del procedimiento
correspondiente, pasos 3 a 9.

PROCEDIMIENTO CON o NAFTIL ACETATO ESTERASA

CON INHIBICION POR FLUORURO:

Aunque el o-naftil acetato esterasa estd presente
principalmente en células de origen monocitico cuando el
ensayo se realiza segun se describe, debe tenerse en cuenta
que los megacariocitos y precursores eritroides dan positivo
para esta enzima". Los linfocitos y algunos granulocitos
maduros ocasionalmente también dan positivo®. Para poder
diferenciar estas células claramente de los monocitos, se
incorpora fluoruro sédico en el sistema de incubacién. La
enzima monocitica se inactiva en presencia de este
compuesto'. El siguiente procedimiento puede utilizarse para
realizar el ensayo de inhibicion por fluoruro.

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

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

3. Etiquetar como A y B dos cubetas y afadir lo siguiente:

Cubeta A Cubeta B
Tampdn TRIZMAL™ 7,6
diluido, precalentado a 37 °C 50 ml 50 ml
Removiendo constantemente,
afadir Fast Blue RR 1 cépsula 1 cépsula
Solucién de o -naftil acetato 2ml 2ml
Solucion de fluoruro sédico — 2ml

4. Mezclar bien y verter en vasos de Coplin etiquetados Ay B.
5. Proceder tal y como se describe en los pasos 6 a 9 del
procedimiento con a-naftil acetato esterasa.

CARACTERISTICAS DE
FUNCIONAMIENTO

METODO DE PUNTUACION:

Explorar el frotis y seleccionar una zona fina con pocos
eritrocitos. Las zonas con actividad de naftol AS-D
cloroacetato esterasa presentaran una granulacién de color
rojo brillante, y las de o-naftil acetato esterasa, una
granulacién negra. Puntuar entre 0 y 4+ basandose en la
cantidad e intensidad de las tinciones individuales dentro del
citoplasma de los respectivos tipos de células. Las
caracteristicas de la puntuacion se basan en cierto modo en la
interpretacion subjetiva. La tabla 1 es una muestra del formato
de puntuacién. Las conclusiones se centran en la presencia o
ausencia relativa de la tincion.

RESULTADOS:

NAFTOL AS-D CLOROACETATO ESTERASA:
Generalmente, esta enzima se considera especifica de

las células de origen granulocitico. Las células deben

presentar una granulacion roja. La actividad es débil o ausente

en monocitos y linfocitos.

o-NAFTIL ACETATO ESTERASA:

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

o-NAFTIL ACETATO ESTERASA
CON INHIBICION POR FLUORURO:

Todas las células de origen monocitico seran negativas
en cuanto a la actividad enzimatica, con la excepcion de los
histiocitos diferenciados o macréfagos especializados en el
tejido, que también pueden ser resistentes al fluoruro sédico™.

TINCION DOBLE DE ESTERASA:

Las muestras obtenidas mediante el procedimiento de
doble tincién presentaran granulocitos con una granulacion
roja, y monocitos con una granulacién negra.

La reactividad celular esperada de los ensayos para
actividad de esterasa se resume en la tabla Il.

TABLA Il
Reacciones citoquimicas de las células sanguineas

Naftol AS-D o-naftil

Tipo de célula Cloroacetato esterasa |Acetato esterasa

Mieloblastos
Promielocitos
Neutrdfilos
Eosindfilos
Basoéfilos
Monocitos
Linfocitos
Linfoblastos
Megacariocitos
Eritroblastos —
Células plasmaticas
Mastocitos

Células pilosas
Histiocitos

| 11 w |+ + H
+H | R+ + ||| R

|+ |

TABLA |
Caracteristicas de la puntuacion
Puntuacion Intensidad
de las células de la tinciéon Interpretacion
0 Ninguna -
1+ De débil a moderada +
2+ De moderada a fuerte +
3+ Fuerte +
4+ Muy fuerte +
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El sistema de reactivos debe ser monitorizado mediante
el uso de portaobjetos de control positivo y negativo. Los
portaobjetos de control positivo pueden prepararse con
muestras leucémicas o lineas de células especificas que se
sabe que son positivas. Las células pueden obtenerse de la
ATCC (American Type Culture Collection), ampliarse en
cultivos, y congelarse y almacenarse en nitrégeno liquido. Las
células adecuadas para controles positivos son: A-937,
derivada de un linfoma histiocitico humano, para esterasa no
especifica; HL-60, una linea promielocitica, para naftol AS-D
cloroacetato esterasa; y Molt-4, derivada de una leucemia de
células T, para o-naftii acetato esterasa. Consultar la
documentacién que acompana a las lineas de células para ver
los procedimientos correctos de manipulacién.

Como alternativa, puede utilizarse sangre con anticoagu-
lante obtenida de muestras normales (preferiblemente con un
mayor recuento de monocitos, si se estd utilizando el
procedimiento de a-naftil acetato esterasa). Sin embargo, los
resultados serdn una tincién menos intensa y una menor
cantidad de células positivas.

Como control negativo, pueden utilizarse portaobjetos de
pacientes que se sabe que son negativos. Si no estan
disponibles, la tincion de una muestra en una mezcla de
incubacion sin el sustrato dara los resultados deseados. Sin
embargo, se recomienda el uso de la primera opcion.

Si los resultados observados varian de los esperados,
péngase en contacto con el Servicio Técnico de Sigma-Aldrich.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantiza que sus productos concuerdan
con la informacién contenida en ésta y otras publicaciones de
Sigma-Aldrich. EIl comprador debe determinar la idoneidad de
los productos para su uso particular. Es posible que deban
aplicarse términos y condiciones adicionales. En el reverso de
la factura o del albaran se incluyen los términos adicionales y
las condiciones de venta.

Procedimiento nimero 90
Revisién anterior: 2003-09
Revision: 2006-04

AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse
c E E Egham TW20 9BD Reino Unido

SIGMA-ALDRICH, INC.
3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 EE.UU. +1 314 771 5765
Servicio Técnico: a cobro revertido al +1 314 771 3122
o por correo electrénico a clintech @sial.com
Para realizar pedidos: a cobro revertido al +1 314 771 5750
www.sigma-aldrich.com

3-ES

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
P.O. 1120, 89552 Steinheim, Alemania 49-7329-970



