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SIGMA-ALDRICH®

FELHASZNALASI JAVALLAT

A Sigma-Aldrich Fetal Hemoglobin reagensek a magzati hemoglobin vérkenetekbdl
torténd savas kimoséasara, félkvantitativ meghatarozasara valok. A Fetal Hemoglobin stain
reagensek in vitro diagnosztikai hasznélatra javallottak.

Mar 1864-ben, Korber' felismerte, hogy a magzati hemoglobin ellenéllébb a lugos
denaturalasnak, mint a feln6tteké. A fehérje izolacios és jellemzési technikékban térténd
fejlédés ahhoz a felfedezéshez vezetett, hogy tébb megkilonbdztetd tulajdonsag létezik,
mely lehetévé teszi a magzati és felnétt hemoglobin megkiildnbdztetését. Ezek kdzé
tartozik a magzati hemoglobin (hemoglobin F) savas kimosasnak valo ellenallasa. Amikor
vérkeneteket meritenek savas pufferbe példaul, akkor a feln6tt hemoglobin kimosoédik az
eritrocitakbol, mig a magzati hemoglobin nem. Ha a vérkeneteket ilyen médon kezelik majd
festik, akkor a hemoglobin F-fel rendelkezé eritrocitak felveszik a festéket, mig a csak
feln6tt hemoglobint tartalmazok “szellemként” jelennek meg.

A savas kimosasnak val6 ellenallason alapul6 magzati hemoglobin kimutatasanak
targylemezes technikajat eredetileg Kleihauer és tarsai javasoltak,?, majd késébb Shepard
és tarsai modositottak.> A Sigma eljaras tovabbi javulast mutat ebben a megkdzelitesben,
melyet Oski és Naiman irtak le.*

A magzati hemoglobin értékelést néha az esetleges hemorragia Ujszulotti
meghatarozasara hasznéljak, kiilondsen, ha rectalis vérzésre utald jelek tapasztalhatok. A
hemoglobin F vizsgélatot hasznaljak felnétteknél is bizonyos tipust anémiak
diagnosztizalasdhoz. Példaul, 10-90 % magzati hemoglobinnal talékozhatnak olyan
betegeknél, akik thalassemia major-ban szenvednek. Tovabba sarlosejtes betegségben
szenvedd betegeknél altaldban a magzati vér pigmentek kismérték(i ndvekedését figyelik meg.

Rh inkompatibilitas eseteiben egyre mindennaposabb, hogy a magzatbél az anyai
vérkeringésbe keril§ vorosvérsejtek immun reakcioit elnyomja. A beadandé adott gamma
globulin mennyisége, mely anti Rh(D)-t tartalmaz, a magzati-anyai hemorragia mértéke
alapjan szamithato.®

A leirt technika szerint a megfel6en szaritott és fixalt vérkeneteket egy citrat pufferbe
(pH=8,3) meritik 37 °C-on. A felnétt hemoglobin A (HbA) kioldédik a sejtekbdl, mivel a
magzati hemoglobin (HbF), mely savnak ellenall, a sejten bellil marad és festhet§ a
mikroszkopikus vizsgalathoz.

REAGENSEK

CITRATE PHOSPHATE BUFFER CONCENTRATE, Katalogus szam: 285-1
Natrium-citrat, 0,7 mol/l, natrium-foszfat, 0,6 mol/l.

ACID HEMATOXYLIN SOLUTION, Katal6gus szam: 285-2
Hematoxilin, igazolt, 1 g/l, aluminium-amménium-szulfat, natrium-jodat és stabilizator,
pH=3,3.

EOSIN B SOLUTION, Katalogus szam: 285-3
Eozin B, 0,1 %, vizes oldat. Natrium-azid, 0,1 %, tartositdszerként hozzaadva.
Ethanol Fixative, Katalogus szam: 285-8 (80 tf% etil-alkohol)

TAROLASI KORULMENYEK ES ELTARTHATOSAG:

A Citrate Phosphate Buffer Concentrate hiitészekrényben tarolandé (2-8 °C).
Mikrébas ndévekedés esetén megsemmisitendd.

A Citrate Phosphate Buffer Solution hiitészekrényben taroland6 (2-8 °C). 2 hétig
felnasznalhatd. Friss részt hasznéljanak mindennap. Mikrobas ndvekedés esetén
megsemmisitendd.

Az Acid Hematoxylin Solution és az Eosin B Solution szobah6mérsékleten tarolandé
(18-26 °C). Az oldatok Ujra felhasznalhatok, ha szorosan tdmitett festéedényben taroljak
félhomalyban.

Az etanol fixaloészer szobahémérsékleten tarolandé. Szorosan tomitve, gyulékony
folyadékként taroljak. Az oldat Gjra felhasznalhatd, de meg kell semmisiteni, ha a fixalas
nem megfeleld.

TONKREMENETEL:
Az Acid Hematoxylin Solution megsemmisitendd, ha a megfelel6 festéshez
sziikséges id6 meghaladja a 8 percet.

ELOKESZITES:

A CITRATE PHOSPHATE BUFFER SOLUTION-t 1 térfogatnyi Citrate Phosphate
Buffer Concentrate 9 térfogatnyi vizzel valé higitasaval készitik.

Az Acid Hematoxylin Solution, az Eosin B Solution és az Ethanol Fixative hasznalatra kész.

OVINTEZKEDESEK:

A laboratériumi reagensekkel torténé munka sorén a szokésos 6vintézkedéseket be
kell tartani. Hulladék-megsemmisités az 0sszes helyi, allami, tartomanyi vagy nemzeti
szabaly figyelembevételével. A legfrissebb kockazati, veszély vagy biztonsagi informéaciokat
lasd az Anyagbiztonsagi adatlapban.

Az Amerikai Egyesiilt Allamok kockazati és biztonsagi mondatai
A Citrate Phosphate Buffer Concentrate IRRITATIV. Stlyos szemkarosodast okozhat.
Bérizgatd hatés(, izgatja a légutakat. Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és
orvoshoz kell fordulni. Megfelel6 véddoltdzetet, veédbkeszty(it és szem-/arcvédét kell viselni.
Az Acid Hematoxylin Solution MERGEZO (TOXIKUS). Lenyelve mérgezé (toxikus).
Szem- és bérizgatd hatas(, izgatja a légutakat. Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell
mosni és orvoshoz kell fordulni. Baleset vagy rosszullét esetén azonnal orvost kell hivni.

1-HU

Ha lehetséges, a cimkét meg kell mutatni Megfelel§ véd6ruhazatot és véddékesztydit kell
viselni.

Az Eosin B Solution ARTALMAS. Lenyelve artalmas. A natrium-azid reakcioba léphet
az 6lom és réz vizvezetékkel és rendkiviil robbanékony vegydleteket képez.

Az EDTA Solution ARTALMAS. Belélegezve, bérrel érintkezve és lenyelve artalmas.
Megfelelé véd6ruhazatot kell viselni.

Az Ethanol Fixative GYULEKONY és IRRITATIV. Szem- és bérizgatd hatasd, izgatja
a légutakat. Gyuijtoforrasoktél tavol tartand6. - Dohanyozni tilos! Ha szembe jut, b6 vizzel
azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell fordulni. Megfelel6 védéruhazatot kell viselni.
Célszervek: Idegek és maj.

Az Eurdpai Uni6 kockazati és biztons&gi mondatai (Az anyagot még nem teljesen vizsgaltak)

A Citrate Phosphate Buffer Concentrate IRRITATIV. Stlyos szemkarosodast okozhat.
Bérizgatd hatés, izgatja a légutakat. Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és
orvoshoz kell fordulni. Megfelel6 véddoltozetet, véddkeszty(it és szem-/arcvédét kell viselni.

Az Acid Hematoxylin Solution ARTALMAS. Lenyelve artalmas.

Az Eosion B Solution ARTALMAS. Lenyelve artaimas.

Az Ethanol Fixative RENDKIVUL GYULEKONY. Rendkiviil gyalékony. Az edényzet
hermetikusan lezarva tartando. Gyuijtéforrasoktol tavol tartandd. - Dohanyozni tilos!

Az EDTA Solution ARTALMAS. Belélegezve, bérrel érintkezve és lenyelve artalmas.
Megfelel§ véd6ruhazatot kell viselni.

ELJARAS

MINTA BEGYUJTESE:

Javasolt a minta begy(jtését az M29-A2 NCCLS dokumentum szerint végezni.
Semmilyen ismert médszer nincs, mely teljesen biztositja, hogy a vérmintak vagy a szévet
ne terjesszen fert6zést. Ezért, minden vér szarmazék vagy szOvetminta esetlegesen
fert6zének tekintendd.

Hajszaleres vagy vénas vér hasznalhaté. A hajszaleres vér kdzvetlendl atviheté egy
tiszta mikroszkop targylemezre. A vénas vért egy olyan csébe kell tenni, mely EDTA-t vagy
oxalatot tartalmaz. Kényelmi szempontbél hasznaljanak 1-2 csepp 2 %-0os EDTA oldatot,
katalogus szam: 285-4, a vér 1 mi-hez (1 csepp = 1 mg). Habér a vér-EDTA keverékekrdl
azt mondjak, hogy 2 hétig is felhasznalhatok, ha hitve taroljak,* mas tanulméanyok szerint
viszont azonnal vizsgalni kell az ilyen keverékeket.® A keneteket az oxalatba gy(ijtott vérbdl
24 oran belll el kell késziteni.” Az (jszildttek mintait hasznalva, javasolt, hogy a veért
higitsak fel 0,85 % sooldattal, mivel az ilyen mintak HbF tartalma magas. A vérkenetek nem
stabilak, az elkészités utan azonnal vizsgalandok.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT SPECIALIS ANYAGOK:
Mikroszkop

Mikroszkop targylemezek, fedélemezek

Festéallvany/Coplin edények

Vizfiirdé, 37 °C

Ethanol Fixative, Katalogus szam: 285-8 (80 tf% etil-alkohol)

MEGJEGYZESEK:

Minéségellen6rzés miatt javasolt, hogy normal felnétt (HbA) és (jszildtt vagy
csecsemé (HbF) veért is vizsgaljanak mindenkor. Barr and Shafer® szerint a koldokzsinor
vérbdl szarmazo fixalt pozitiv kontroll lemezek EDTA-ban tartésithatok maximum 1 évig
-20 °C-on, tomitett kartondobozban. Azonban az EDTA negativ kontrollok nem mosnak ki
teljesen, ha tobb, mint 2 honapig taroltak -20 °C-on. Ezek a kutatok azt javasoljak, hogy
ugyanazon a targylemezen készitsék el a pozitiv és negativ keneteket, biztositva ezzel a
tiszta és gyors kontrasztot a vizsgalati lemezek leolvasasa soran.

normal tartomanyok®
magzati hemoglobin

Eletkor (%)
szilletéskor 50-90

2 év 0-4

2 év 0-2

Tal nagy értékeket figyeltek meg a kdvetkez6 esetekben:
aplasztikus anémia®®
eritrémias miel6zis®
Hemoglobin H betegség®
A hemoglobin F 6rokletes megmaradasa®'®
Ordkletes szferocitikus anémia?
Thalassemia major (40-90 % magzati hemoglobin)?
Thalassemia minor (5-10 % magzati hemoglobin)**
Sarlosejtes anémia®®

Az ilyen eljarasbol kapott adatok csak segitségként szolgalnak a diagnoézishoz és
egyéb klinikai diagnosztikai vizsgéalatokkal vagy informaciokkal egydtt at kell vizsgalni.

ELJARAS:

1. A Citrate Phosphate Buffer Solution-t fel kell melegiteni 37 °C-ra egy Coplin edényben vagy
festéedényben.

2. Tiszta, cimkézett mikroszkop targylemezeket hasznélva, készitsenek vékony
vérkeneteket. Készitsenek KONTROLL lemezeket pozitiv HbF vért (kdldokzsinor-vér)
és normal feln6tt vért hasznalva. Levegdn szaritsak korilbelil 10 percig.

3. Fixaljak a targylemezeket 5 percre Ethanol Fixative-ba, katalogus szam: 285-8, meritve,
Oblitsék alaposan csapvizben és szaritsak levegén.

4. Meritsék a VIZSGALATI és KONTROLL lemezeket elémelegitett Citrate Phosphate
Buffer Solution-ba 5 percre 37 °C-on. 1 és 3 percnyi merités utan keverjék fel. A
keverés mértéke véaltoztathatd, hogy a legjobb eredményeket kapjak. Oblitsék alaposan
desztillalt vizben és szaritsak meg teljesen levegén, a festési valtozasokat elkeriilends.



5. Fessék a targylemezeket 3 percig Acid Hematoxylin Solution-ban (katalogus
szam: 285-2). Oblitsék le a targylemezeket desztillalt vizben és razzak le a felesleges
vizet.

6. Fessék utan a targylemezeket 4 percig 0,1 %-0s Eosin B Solution-ban, katalogus
szam: 285-3. Oblitsék le alaposan desztillalt vizben és levegén széaritsak.

7. Helyezzenek szaraz fed6lemezt a targylemezre és vizsgéaljak olajmeritéssel (1000X). A
HbF hianya nyilvanvalé a szellemsejtek jelenlétével, mig a visszatartott HbF miatt a
sejtek élénk vorosek. Ne vigyenek a targylemezre kézvetlentl olajat.

MEGJEGYZES: 400X-os nagyitas hasznalhaté, de a kapott nagyobb mez6t nehezebb
megszamolni.

TELJESITMENYJELLEMZOK

A magzati hemoglobinban 1évé eritrocita arany sokféleképpen értékelhetd. Anyai vért
tanulmanyozva a HbF-et tartalmaz6 sejtek miatt, Oski és Naiman* a kdvetkezOket
javasolta:

1. Szamoljgk meg 5 mezében az eritrocitak 0sszes szamat és hatarozzak meg
a mezénkénti atlagot.

2. Ezutan szamoljdk meg a mélyen festett HbF-et tartalmazé eritrocitakat korilbeltl
30 mezbben és hatarozzak meg a mezénkénti atlagot.

3. Szamoljak ki a HbF-et tartalmaz6 eritrocitak szazalékat a mezénkénti 6sszes eritrocita
szédma alapjan.

Az eredmények a jelenlévé HbF sz&zalékaban jelennek meg.

Erzékenységi vizsgalatok: Oski and Naiman* szerint ez a modszer mar képes kimutatni
0,1 ml magzati vért az anyai vérkeringésben.

Reprodukalhatosagi vizsgalatok: Friss vérmintak sorozatat hasznalva mindegyikbdl
masolati targylemezt készitettek tobb kiildnboz6 festék tétellel kezelve kiildnbdz6 okokbol.®
A mikroszkopikus értékelés alapvetéen azonos eredményeket tart fel mindegyik vérminta
esetében.

Korrelacios vizsgalatok: Koldokzsinor vér és megfelelé anyai vér keverékeit készitették
el, hogy mintékat kapjanak 26-66 % HbF koncentréci6 tartomannyal.® A vérkeverékeket a
leirt technikéaval vizsgaltak illetve egy ligos denaturacis moédszerrel kémiailag.® A
szézalékos HbF értékek korllbelll 7 % atlagos kilénbséget mutattak a modszerek kozétt.

Ha a medgfigyelt eredmények eltérnek a varttol, vegyék fel a kapcsolatot a Sigma
Aldrich mliszaki szolgalataval.

IRODALOMJEGYZEK

1. Korber E: Cited by H Bischoff. Inaugural Dissertations. Dorpat Ztschr Exp Med
48:472, 1926
2. Kleihauer E, Braun H, Betke K: Demonstration von fetalem hamoglobin in der
erythrocyten eines blutausstrichs. Klin Wochenschr 35:637, 1957
3. 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
4. Oski FA, Naiman JL: Hematologic Problems in the Newborn, 2nd ed. Saunders,
Philadelphia, 1972, pp 62-63
5. Technical Manual. American Association of Blood Banks, 9th ed. Arlington (VA),
1985, pp 320-322
6. Data obtained by Sigma-Aldrich
7. 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
8. Barr JK, Shafer JA: Preparation and storage of control slides for fetal hemoglobin
determination by acid elution. Am J Med Technol 42:54, 1976
9. Seiverd CE: Hematology for Medical Technologist, 4th ed. Lea & Febiger,
Philadelphia, 1973, pp 511-512
10. Bauer JD, Ackermann PG, Toro G: Bray's Clinical Laboratory Methods, 7th ed.
Mosby, St. Louis (MO), 1968. pp 170-171

SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765
Technical Service: 800-325-5832 vagy hivjak 314-771-3122
vagy kuldjenek e-mail-t a clintech@sial.com cimre
To Order: 800-325-3010 or call collect 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com

2-HU

A Sigma-Aldrich, Inc garantalja, hogy termékei megfelelnek a jelen és egyéb Sigma-
Aldrich publikaciokban kozolt informaciokkal. A vevé koteles a termék(ek) megfeleléségét
az adott felhasznalashoz meghatarozni. Tovabbi kikdtések és feltételek alkalmazhatok.
Lasd a szamla vagy csomagolas hatsé oldalat a tovabbi eladéasi kikotések és feltételek
tekintetében.

Eljaras szama: 285

Korabbi fellilvizsgalas: 2003-10
Fellilvizsgalva: 2005-01

AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse
c E E Egham, TW20 9BD Velka Britanie

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