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Instructions for Use

Leukocyte Alkaline Phosphatase
Kit
Procedure No. 85
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Intended Use

Sigma-Aldrich Alkaline Phosphatase kits are intended as a general laboratory use histological stain.
Alkaline Phosphatase reagents are for professional “In Vitro Diagnostic Use” only. This manual,
qualitative, histochemical procedure demonstrates alkaline phosphatase activity in leukocytes of
human blood or bone marrow films. Histological visualization of leucocyte associated alkaline
phosphatase is a unique technique currently commonly used in medicine.

In 1929, Kay first suggested the presence of alkaline phosphatase in leukocytes.! However, not until
many years later did Kaplow introduce a practical staining method for demonstrating the leukocyte
enzyme.? Kaplow used sodium a-naphthyl phosphate as substrate, fast blue RR as the diazonium
salt and recommended a scoring method for semiquantitative comparisons.? Also suggested were
improvements resulting in good preservation of cellular morphology. Subsequently, a-naphthyl
phosphate was replaced by naphthol AS phosphate. It is noteworthy that a good correlation has
been found between cytochemical and biochemical techniques for assaying leukocyte alkaline
phosphate activity (LAPA).>

With the Sigma-Aldrich method, leukocyte alkaline phosphatase is determined in blood or bone
marrow films after they are gently fixed to slides. The fixed films are then incubated in a solution
containing naphthol AS-MX phosphate. As a result of phosphatase activity, naphthol AS-MX is
liberated and immediately coupled with a diazonium salt, forming an insoluble, visible pigment at
sites of phosphatase activity.

Reagents
Fast Blue RR Salt (Cat. No. FBS25-10CAP)

Fast Blue, C.I. 37155, Preweighed capsules. Actual weight per capsule will vary with dye lot and
has been optimized by assay.

Naphthol AS-MX Phosphate Alkaline Solution (Cat. No. 855-20ML)

Naphthol AS-MX phosphate, 0.25% (w/v), buffered at pH 8.6, 25°C. Danger. Causes skin irritation.
Causes serious eye irritation. May cause respiratory irritation. Avoid breathing dust/fume/gas/mist/
vapors/spray. IF SWALLOWED: Immediately call a POISON CENTER or doctor/physician.

Mayer’s Hematoxylin Solution (Cat. No. MHS1-100ML)
Hematoxylin, certified, 1 g/L, C.I. 75290, sodium iodate, 0.2 g/L, aluminum ammonium hydroxide,
5 g/L, and stabilizers

Citrate Concentrated Solution (Cat. No. 854C-20ML)

Citric acid-sodium citrate, 1.5 mol/L. Danger. Causes skin irritation. Causes serious eye damage.
Avoid breathing dust/fume/gas/mist/vapors/spray. May cause respiratory irritation. Wear protective
gloves/eye protection/face protection.

Special Materials Required but Not Provided

e Scott’s tap water substitute concentrate, Catalog No. S5134
e Acetone, ACS reagent

Storage and Stability

Store Fast Blue RR Salt below 0°C. Store Naphthol AS-MX Phosphate Alkaline Solution in
refrigerator (2-8°C). Reagents are stable until expiration date.

Store Mayer’s Hematoxylin Solution tightly capped at room temperature (18-26°C) protected from
light. Do not return solution to original container after use in Coplin jar. Discard when the time
required for suitable staining exceeds the time recommended in the procedure by more than 5
minutes.

Store Citrate Concentrated Solution at room temperature (18-26°C). Store Citrate Working
Solution in refrigerator (2-8°C). Citrate solutions are suitable for use in the absence of microbial
growth.

Preparation

Fast Blue RR Salt, Naphthol AS-MX Phosphate Alkaline Solution and Mayer’s Hematoxylin Solution
are provided ready for use in the procedure.

Prepare Citrate Working Solution by diluting 2 mL Citrate Concentrate Solution to 100 mL with
deionized water.

To prepare Fixative Solution (citrate buffered acetone, 60%), warm Citrate Working Solution to
room temperature (18-26°C). With constant stirring, add 2 volumes of Citrate Working Solution to
3 volumes of acetone. Discard after use.

Scott’s Tap Water Substitute Working solution is prepared by diluting 1 volume of Scott’s Tap Water
Substitute Concentrate with 9 volumes deionized water.

Precautions

These IVD'’s 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

Fresh blood or bone marrow films or samples anticoagulated with heparin may be used.* AVOID
EDTA.“ Blood smears should be stained for enzyme activity within 8 hours after preparation.
However, if this is not possible, gradual loss of alkaline phosphatase activity may be delayed by
fixation and storage overnight in freezer.* Films should be dried at least 1 hour prior to fixation and
3 hours post-fixation before freezing.

Notes

There is a scarcity of data concerning compounds which may interfere with leukocyte alkaline
phosphatase activity (LAPA). Certain drugs and other substances are known to influence circulating
alkaline phosphatase activity.® Oral contraceptives, cortisol and stress may result in elevated
leukocyte alkaline phosphatase scores.®

Perform procedure using positive controls. These can be obtained from patients with pyogenic
leukocytosis, or women in the third trimester of pregnancy or during the first several days
postpartum. Leukocyte alkaline phosphatase scores from these persons usually exceed 100. A
negative control can be prepared from a normal fixed smear by immersing it in boiling water for

1 minute to inactivate the enzyme. Control films can be preserved up to 1 year if stored fixed,
wrapped in Parafilm® at -70°C. These films should be air dried at least 1 hour prior to fixation and
3 hours post-fixation before freezing.

It is strongly recommended that each laboratory establish its own expected range, characteristic for
the local population.

The procedure depends upon subjective rating of stained cells. This can result in a wide variation of
ratings obtained. The temperature of the reaction mixture must be kept between 18-26°C. Lower
temperatures will result in significantly lower scores. Above 30°C, marked increases in activity

will occur. Eosinophils do not stain but can be recognized by bilobate nuclei and large refractile
granules.

Procedure

1. Measure 48 mL distilled water into a suitable container and adjust temperature to 18-26°C.

2. Prepare diazonium salt solution:
Dissolve contents of one Fast Blue RR Salt capsule in distilled water (from Step 1). A magnetic
stirrer may be helpful.

3. Add 2 mL Naphthol AS-MX Phosphate Alkaline Solution to diluted diazonium salt solution (from
Step 2). Mix.

4. Bring Fixative Solution to room temperature (18-26°C). Fix slides by immersing in Fixative
Solution for 30 seconds. Rinse gently in deionized water for 45 seconds. Do not allow slides
to dry.

5. Add slides to alkaline-dye mixture (from Step 3) and incubate at 18-26°C for 30 minutes.
Protect immersed slides from direct light. Discard alkaline-dye mixture after use.

6. After 30 minutes, remove slides and rinse thoroughly in deionized water for 2 minutes. Do not
allow slides to dry.

7. Place slides in Mayer’s Hematoxylin Solution for 10 minutes.

8. Rinse counterstained slides for 3 minutes in deionized water. This will result in red violet
nuclear staining.

9. Evaluate microscopically. If coverslipping is required use only an aqueous mounting media.

Performance Characteristics

Method of Scoring

Scan the film (900X) and select a thin area where erythrocytes are barely touching. Sites of
phosphatase activity will appear as blue granules. Select 100 consecutive segmented and band
form neutrophilic granulocytes. Rate from 0 to 4+ on the basis of quantity and intensity of
precipitated dye within the cytoplasm of these cells. For characteristics of scoring, refer to Table 1.
The sum of the ratings of 100 cells is regarded as the score.

Table 1. Characteristics of Scoring*

Precipitated Azo Dye in Cytoplasm

Cell Amount** Granule Size  Staining Intensity Background of
Rating (%) Cytoplasma

0+ None - None None

1+ 50 Small Faint to Moderate | Colorless to very pale blue

2+ 50-80 Small Moderate to Strong Colorless to pale blue

3+ 80-100 Medium to Large Strong Colorless to blue

4+ 100 Medium to Large Brilliant Not visible

* Table 1 represents modification of observations made by Kaplow.>?
** Percentage of volume of cytoplasm occupied by azo dye precipitate.

To obtain the leukocyte alkaline phosphatase activity (LAPA) score, the number of cells counted is
multiplied by the value for cell rating. These figures are added to obtain the LAPA score as shown in
the following examples:

Cell Rating Counted Score  LAPA Score

0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Total 100 67

Expected Values

The following scores were obtained at Sigma-Aldrich for 20 normal individuals. Blood was drawn
into heparinized tubes and films were prepared within one hour.

Fast Blue RR
LAPA Mean + 1SD 96+44
LAPA Range 52-140

The following range of scores were obtained from those 20 normal individuals:

Fast Blue RR
32-182

If observed results vary from expected results, please contact Sigma-Aldrich Technical Service for
assistance.
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Expected Observations

In humans, alkaline phosphatase activity is restricted to mature and band-form granulocytes.
Occasionally weak staining may be observed in lymphocytes. Bone marrow osteoblasts and endothelial
cells stain strongly.

A series of slides was prepared using blood obtained from normal subjects, females in the last trimester
of pregnancy, early postpartum patients, and individuals exhibiting a leukemoid reaction. Negative
controls were prepared by heat inactivation as described. Various combinations of Fast Blue RR and
counterstains (Methylene Blue Solution and Mayer’s Hematoxylin Solution) were performed in replicate
and the LAPA scored. Values obtained on multiple slides prepared on each subject were in close
agreement and did not appear influenced by the staining/counterstaining technique employed. For
example, 7 smears made using blood from a prenatal patient yielded scores ranging from 235-269 with
a mean, standard deviation and coefficient of variation of 255, 11.3 and 4.4% respectively. Negative
controls revealed a complete absence of stained material.

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 Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
No Description Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity
Sites of
FBS25 Fast Blue RR Salt Activity 3of 3 30f3 3of 3 30of3
Naphthol AS—M_X Sites of
855  Phosphate Alkaline Activit 30f3 30f3 30of3 30f 3
Solution Y
Mayer's
MHS1 Hematoxylin Nuclei 30of3 30of 3 30f3 30of 3
Solution
Citrate .
854C  Concentrated i‘ctﬁjiff 30f3 30f3 30f 3 30f3
Solution Y

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

85L1:
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H290 May be corrosive to metals.

gy

H331 Toxic if inhaled.

P234 Keep only in original packaging.

P261 Avoid breathing mist or vapors.

P271 Use only outdoors or in a well-ventilated area.

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

P390 Absorb spillage to prevent material damage.
P403 + P233 Store in a well-ventilated place. Keep container tightly closed.

85L2:

2

H290 May be corrosive to metals.

3

H319 Causes serious eye irritation.

H331 Toxic if inhaled.

P234 Keep only in original packaging.

P261 Avoid breathing dust/ fume/ gas/ mist/ vapors/ spray.
P264 Wash skin thoroughly after handling.

P271 Use only outdoors or in a well-ventilated area.

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 E
European Union

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

g Use-by Date In vitro diagnostic medical device
/l’ Temperature Limit & Caution
@ Date of Manufacture @ Importer

Indicates the Authorised
Representative in Switzerland
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Contact Information

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

Alkalische Phosphatase,
Leukozyten - Kit

Verfahren Nr. 85
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Verwendungszweck

Die alkalische Phosphotase-Kits von Sigma-Aldrich sind als allgemeine histologische Farbemittel
fiir den Laborgebrauch bestimmt. Die Reagenzien fiir die alkalische Phosphatase sind fir die
professionelle , In-vitro-Diagnostik" bestimmt. Dieses manuelle, qualitative, histochemische
Verfahren weist die Aktivitat von alkalischer Phosphotase in Leukozyten aus menschlichem Blut
oder Knochenmarkausstrichen nach. Die histologische Visualisierung der Leukozyten-assoziierten
alkalischen Phosphotase ist eine einzigartige Technik, die derzeit in der Medizin haufig

eingesetzt wird.

1929 verwies Kay erstmals auf das Vorhandensein von alkalischer Phosphatase in Leukozyten.!
Allerdings entwickelte erst Kaplow viele Jahre spéter eine geeignete Farbemethode fiir den
Nachweis des Leukozytenenzyms.? Kaplow verwendete Natrium-a-Naphthylphosphat als Substrat,
Echtblau RR als Diazoniumsalz und empfahl eine Bewertungsmethode fiir den semiquantitativen
Vergleich.? Ferner wurden Verbesserungen empfohlen, mit denen die Zellmorphologie weitgehend
erhalten bleibt. Spater wurde a-Naphthylphosphat durch Naphthol-AS-Phosphat ersetzt. Besonders
hervorzuheben ist, dass bei der Bestimmung der leukozytéaren alkalischen Phosphataktivitét (LAPA)
eine gute Korrelation zwischen den zytochemischen und biochemischen Techniken festgestellt
werden konnte.?

Bei der Methode von Sigma-Aldrich wird die alkalische Phosphatase von Leukozyten in Blut- oder
Knochenmarkausstrichen bestimmt, nachdem diese vorsichtig auf Objekttragern fixiert wurden. Die
fixierten Ausstriche werden dann in einer Lésung mit Naphthol-AS-MX-Phosphat inkubiert. In Folge
der Phosphataseaktivitdt wird das Naphthol-AS-MX freigesetzt, welches sofort eine Verbindung

mit einem Diazoniumsalz eingeht. Dadurch entsteht in den Bereichen der Phosphataseaktivitat ein
unlésliches, gut sichtbares Pigment.

Reagenzien
Echtblausalz RR (Kat.-Nr. FBS25-10CAP)

Echtblau, C.I. 37155, abgewogene Kapseln. Das tatséchliche Gewicht pro Kapsel hdngt von der
Farbstoffcharge ab und wurde anhand von Assays optimiert.

Alkalische Naphthol-AS-MX-Phosphatlésung (Kat.-Nr. 855-20ML)

Naphthol-AS-MX Phosphat, 0,25 % (w/v), gepuffert bei pH-Wert 8,6, 25 °C. Gefahr. Verursacht
Hautreizungen. Verursacht schwere Augenreizungen. Kann die Atemwege reizen. Staub/Rauch/
Gas/Nebel/Dampfe/Spray moglichst nicht einatmen. BEI VERSCHLUCKEN: Rufen Sie sofort eine
GIFTNOTRUFZENTRALE oder einen Arzt an.

Mayer-Hamatoxylin-Ldsung (Kat.-Nr. MHS1-100ML)
Hamatoxylin, zertifiziert, 1 g/I, C.I. 75290, Natriumiodat, 0,2 g/I, Aluminiumammoniumhydroxid,
5 g/l, und Stabilisatoren

Konzentrierte Citratlésung (Kat- Nr. 854C-20ML)

Zitronensaure-Natriumcitrat, 1,5 mol/l. Gefahr. Verursacht Hautreizungen. Verursacht schwere
Augenschaden. Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampfe/Spray maéglichst nicht einatmen. Kann die
Atemwege reizen. Schutzhandschuhe/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.

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

e Scott's Leitungswasser-Ersatzkonzentrat, Kat.-Nr. S5134

e Aceton, ACS-Reagenz

Lagerung und Stabilitat

Echtblausalz RR bei Temperaturen unter 0 °C lagern. Alkalische Naphthol-AS-MX-Phosphatlésung
im Kuhlschrank (2-8 °C) aufbewahren. Die Reagenzien sind bis zu dem Verfallsdatum haltbar.

Mayer-Hamatoxylin-Lésung fest verschlossen bei Raumtemperatur (18-26 °C) und vor Licht
geschutzt lagern. Nach der Verwendung im Coplin-Farbetrog nicht in den Originalbehélter
zurilickgeben. Entsorgen, wenn die flir eine angemessene Farbung benétigte Zeit die im Verfahren
empfohlene Zeit um mehr als 5 Minuten Uberschreitet.

Konzentrierte Citratlosung bei Raumtemperatur (18-26 °C) lagern. Die Citrat-Arbeitsldsung im
Kuhlschrank aufbewahren (2-8 °C). Die Citratldsungen kénnen verwendet werden, wenn kein
mikrobielles Wachstum vorhanden ist.

Vorbereitung

Echtblausalz RR, alkalische Naphthol-AS-MX-Phosphatlésung und Mayer-Hamatoxylin-Ldsung
werden gebrauchsfertig fiir das Verfahren bereitgestellt.

Die Citrat-Arbeitslésung durch Verdiinnen von 2 ml konzentrierter Citratldsung mit entionisiertem
Wasser auf 100 ml herstellen.

Zur Herstellung der Fixierlésung (citratgepuffertes Aceton, 60 %) die Citrat-Arbeitslésung auf
Raumtemperatur (18-26 °C) erwarmen. Unter konstantem Rihren 2 Volumina der Citrat-
Arbeitslésung zu 3 Volumina Aceton geben. Nach Gebrauch entsorgen.

Scott's Leitungswasser-Ersatz Arbeitslésung wird durch Verdiinnen von 1 Volumen Scott's
Leitungswasser-Ersatzkonzentrat mit 9 Volumina deionisiertem Wasser hergestellt.

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

Es kénnen frische Blut- oder Knochenmarkausstriche oder mit Heparin antikoagulierte Proben
verwendet werden.* EDTA VERMEIDEN.* Blutausstriche sollten innerhalb von 8 Stunden nach
der Zubereitung zum Nachweis der Enzymaktivitat angefarbt werden. Sollte dies nicht méglich
sein, kann der allméahliche Verlust der Aktivitédt der alkalischen Phosphatase durch Fixierung
und Lagerung lber Nacht im Gefrierschrank verzégert werden.* Die Ausstriche sind mindestens
1 Stunde vor dem Fixieren und 3 Stunden nach dem Fixieren vor dem Einfrieren zu trocknen.

Anmerkungen

Bisher liegen nur wenige Daten Uber Verbindungen vor, die méglicherweise die Aktivitét der
leukozytaren alkalischen Phosphatase (LAPA) beeintréchtigen. Es ist bekannt, dass einige
Medikamente und andere Substanzen die Aktivitat der zirkulierenden alkalischen Phosphatase
beeinflussen kénnen.> Orale Kontrazeptiva, Cortisol und Stress kénnen zu erhéhten Werten der
leukozytéren alkalischen Phosphatase fiihren.®

Das Verfahren unter Verwendung von Positivkontrollen durchfiihren. Diese kénnen von Patienten
mit pyogener Leukozytose oder von Frauen im dritten Trimester der Schwangerschaft oder in den
ersten Tagen nach der Geburt gewonnen werden. Bei diesen Personengruppen liegt der Wert der
alkalischen Phosphatase der Leukozyten gewdhnlich (iber 100. Eine Negativkontrolle kann aus
einem normalen fixierten Ausstrich hergestellt werden, indem dieser zur Inaktivierung des Enzyms
fir 1 Minute in kochendes Wasser getaucht wird. Kontrollausstriche sind bis zu 1 Jahr haltbar,
wenn sie fixiert und in Parafilm® verpackt bei -70 °C gelagert werden. Diese Ausstriche sollten
mindestens 1 Stunde vor dem Fixieren und 3 Stunden nach dem Fixieren vor dem Einfrieren an der
Luft getrocknet werden.

Es wird dringend empfohlen, dass jedes Labor seinen eigenen zu erwartenden Bereich bestimmt,
der fiir die lokale Bevélkerung charakteristisch ist.

Das Verfahren basiert auf der subjektiven Bewertung der geférbten Zellen. Dies kann zu

einer erheblichen Schwankung bei den ermittelten Bewertungen fiihren. Die Temperatur des
Reaktionsgemisches muss zwischen 18 und 26 °C gehalten werden. Bei niedrigeren Temperaturen
fallen die Ergebnisse deutlich niedriger aus. Bei Temperaturen ber 30 °C steigt die Aktivitat
deutlich an. Eosinophile lassen sich nicht anfarben, sind aber anhand der zweigeteilten Zellkerne
und der groBen refraktilen Granula zu erkennen.

Verfahren

1. 48 ml destilliertes Wasser in ein geeignetes GefaB geben und auf eine Temperatur von
18-26 °C einstellen.

2. Herstellung der Diazoniumsalzlésung:

Den Inhalt einer Echtblausalz RR-Kapsel im destillierten Wasser (aus Schritt 1) auflésen.
Ein Magnetriihrer kann hilfreich sein.

3. 2 ml der alkalischen Naphthol-AS-MX-Phosphatlésung zur verdiinnten Diazoniumsalzldsung
(aus Schritt 2) geben. Mischen.

4. Fixierlésung auf Raumtemperatur (18-26 °C) erwarmen. Die Objekttréager durch Eintauchen
in die Fixierlésung fir 30 Sekunden fixieren. Vorsichtig 45 Sekunden lang mit entionisiertem
Wasser abspllen. Die Objekttrager nicht trocknen lassen.

5. Die Objekttrager in die alkalische Farbmischung (aus Schritt 3) geben und fiir 30 Minuten bei
18-26 °C inkubieren. Die eingetauchten Objekttréger vor direktem Licht schitzen.

Die alkalische Farbstofflosung nach Gebrauch entsorgen.
6. Die Objekttréager nach 30 Minuten herausnehmen und 2 Minuten lang griindlich mit
entionisiertem Wasser abspllen. Die Objekttrager nicht trocknen lassen.
Die Objekttréger fur 10 Minuten in Mayer-Hamatoxylin-Losung eintauchen.
8. Die gegengefarbten Objekttrager 3 Minuten lang mit entionisiertem Wasser abspilen.
Dies fuhrt zu einer rotvioletten Farbung des Zellkerns.
9. Mikroskopisch untersuchen. Wenn das Abdecken mit einem Deckglas erforderlich ist, darf nur
ein wassriges Einbettungsmedium verwendet werden.

Leistungsmerkmale

N

Bewertungsverfahren

Den Ausstrich scannen (900-fache VergréBerung) und einen diinnen Bereich auswahlen, in dem
die Erythrozyten sich kaum berlhren. Bereiche mit Phosphataseaktivitét erscheinen als blaue
Granula. 100 konsekutive segmentkernige und stabkernige neutrophile Granulozyten auswahlen.
Die Bewertung reicht von 0 bis 4+ auf der Grundlage der Menge und Intensitdt des ausgefallten
Farbstoffs im Zytoplasma dieser Zellen. Angaben zu den Charakteristika der Bewertung sind in
Tabelle 1 aufgefiihrt. Die Summe der Beurteilungen von 100 Zellen wird als Ergebnis gewertet.

Tabelle 1. Charakteristika der Bewertung*

Ausgefallter Azofarbstoff im Zytoplasma
Beurteilung Menge** GroBe der Intensitdt der Zytoplasma-
der Zelle (%) Granula Farbung Hintergrund
0+ Kein - Kein Kein
1+ 50 Klein Schwach bis méaBig | Farblos bis sehr helles Blau
2+ 50-80 Klein MaBig bis stark Farblos bis hellblau
3+ 80-100 Mittel bis groB Stark Farblos bis blau
4+ 100 Mittel bis groB Leuchtend Nicht sichtbar

* Tabelle 1 zeigt eine Abwandlung der von Kaplow gemachten Beobachtungen.??
** Prozentualer Anteil des Zytoplasmavolumens, das vom Prazipitat eines Azofarbstoffs
eingenommen wird.
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Zur Ermittlung der leukozytaren alkalischen Phosphatase-Aktivitat (LAPA) wird die Anzahl der gezahlten P234 Nur in der Original " fb h
Zellen mit dem Wert fir die Beurteilung der Zellen multipliziert. Diese Zahlen werden zur Ermittlung des urin der Originalverpackung autbewanren.

LAPA-Wertes addiert, wie in den folgenden Beispielen gezeigt: P261 Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampfe/Spray méglichst nicht einatmen.

Beurteilung Gezahlter LAPA- P264 Nach der Handhabung die Haut griindlich waschen.

der Zelle Wert Wert
0 50 0 P271 Nur im Freien oder an einem gut belufteten Ort verwenden.
1+ 20 20 P304 + P340 + P311 BEIM EINATMEN: Bringen Sie die Person an die frische Luft und sorgen Sie
2+ 14 28 dafiir, dass sie bequem atmen kann. Rufen Sie eine GIFTNOTRUFZENTRALE oder einen Arzt an.
3+ 5 15 P305 + P351 + P338 BEI AUGENKONTAKT: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spiilen.
4+ 1 4 Entfernen Sie Kontaktlinsen, falls vorhanden und leicht durchzufiihren. Weiter absplen.

Gesamt 100 67

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.

Erwartete Werte

Die folgenden Werte wurden bei Sigma-Aldrich anhand von 20 gesunden Personen ermittelt. Die
Blutentnahme erfolgte in heparinisierte Réhrchen; die Ausstriche wurden innerhalb einer Stunde erstellt.

— — EC";:'Z‘;RR Symbol-Definitionen

i + +

ittelwert Symbole gemaB der Definition in EN ISO 15223-1:2021

LAPA-Bereich 52-140
Die folgenden Werte wurden von diesen 20 gesunden Personen ermittelt: ‘ Hersteller Katalognummer
Echtblau RR Dﬂ Snwehlsungen fur den Gebrauch Chargencode
32-182 eachten

Wenn die beobachteten Ergebnisse von den erwarteten Ergebnissen abweichen, wenden Sie sich bitte Bevollméchtigter Vertreter in Konformitéatserklarung der

an den Technischen Service von Sigma-Aldrich, um Unterstlitzung zu erhalten.

der Europédischen Gemeinschaft/
Europaischen Union

Européischen Union (definiert in

IVDR 2017/746)
Erwartete Beobachtungen

@b g A

Beim Menschen ist die Aktivitat der alkalischen Phosphatase auf reife und stabférmige Granulozyten g Verfallsdatum ggdizinischeiln—vitro-
beschrankt. Gelegentlich kann eine schwache Farbung der Lymphozyten beobachtet werden. lagnosegera
Osteoblasten und Endothelzellen im Knochenmark zeigen eine starke Farbung. /ﬂr Temperatur-Grenzwert Vorsicht

Eine Reihe von Objekttragern wurde aus dem Blut gesunder Probanden, von Frauen im letzten & Datum der Herstellung Importeur

Schwangerschaftstrimester, von Patientinnen zu Beginn des Wochenbetts und von Personen, bei denen
eine leukdmische Reaktion auftrat, hergestellt. Negativkontrollen wurden wie beschrieben mittels
Hitzeinaktivierung hergestellt. Verschiedene Kombinationen mit Echtblau RR und Gegenfarbungen
(Methylenblaulésung und Mayer-Hamatoxylin-Lésung) wurden wiederholt durchgefiihrt und die LAPA
bewertet. Die anhand mehrerer Objekttrager fiir jeden Probanden ermittelten Werte wiesen eine hohe
Ubereinstimmung auf. Eine Beeinflussung durch die verwendete Farbe-/Gegenfarbetechnik war nicht zu Referenzen
erkennen. So ergaben z. B. 7 Ausstriche aus dem Blut einer Schwangeren Werte im Bereich von 235 bis
269 mit einem Mittelwert, einer Standardabweichung und einem Variationskoeffizienten von 255,

11,3 bzw. 4,4 %. Bei den Negativkontrollen war kein geférbtes Material zu erkennen.

Weist auf den bevollmé&chtigten
Vertreter in der Schweiz hin

1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp
Pathol 10:253, 1929

2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphtase

. . activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955

AnalytISChe Lelstungsmerkmale 3. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann NY

Die Ergebnisse der analytischen Leistung fir die gegebenen Tests, die fir alle Zielstrukturen Acad Sci 155:911, 1968

durchgefiihrt wurden, bestatigen eine 100%ige Sensitivitat, Spezifitdt und Wiederholbarkeit. 4. Vorgeschlagene Norm: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4,

No 14, National Committee for Clinical Laboratory Standards

Young DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.

1997;34(6):579-581

6. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, New Jersey,

Kat.- Beschreibung Ziel Intra- Intra- Inter- Inter- 5.
Nr. des Produkts Assay- Assay- Assay- Assay-
Spezifitdit Empfindlichkeit Spezifitait Empfindlichkeit

FBS25 Echtblausalz RR de?‘eArEit(i:Di?ét 3von3 3von3 3von3 3von3 1982, pp 248-250
gss  Nachalische  Bereiche 5 von 3 von s 3 von 3 Kontaktinformationen
Pah%spr?atlésung der Aktivitat von von von von Um eine Bestellung aufzugeben, besuchen Sie bitte unsere Website unter SigmaAldrich.com.
Mayer- Fir den technischen Service besuchen Sie bitte die technische Service-Seite auf unserer Website unter
MHS1  Hamatoxylin- Kerne 3von3 3von3 3von3 3von 3 SigmaAldrich.com/techservice.
Lésung
; - Revisionshistorie
Konzentrierte Bereiche
854C Citratlésung der Aktivitat 3von 3 3von 3 3von 3 3von3
Rev. 2.0 2014
Warnungen und Gefahren Rev. 3.0 2016
Aktuelle Risiko-, Gefahren- und Sicherheitsinformationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt und auf
der Produktkennzeichnung. Rev. 4.0 2023
85L1: Die neue Vorlage mit aktuellem Branding wurde angewandt. In Verwendungszweck

und VorsichtsmaBnahmen wurde die Nennung der gewerblichen Verwendung
hinzugefiigt. Uberarbeitung des Verwendungszwecks zur Angleichung an die
IVDR-Richtlinien. Materialsicherheitsdatenblatt wurde in Sicherheitsdatenblatt
% gedndert. Kontaktinformationen wurden aktualisiert. Die Anweisung, CLSI fir die
Probenentnahme zu befolgen, wurde entfernt. EN 980 wurde gestrichen und in
EN ISO 15223-1:2021 fiir Symbole gedndert. Kontaktinformationen flir unerwiinschte
Ereignisse wurden hinzugefiigt. Referenz Nr. 4 entfernt und Referenzen neu
nummeriert. Eine Tabelle zur Revisionshistorie wurde hinzugefiigt. Zusatzlicher
Gefahrenhinweis fiir 854C-20ML und 85CH-REP-Informationen wurden hinzugefiigt.
H331 Giftig beim Einatmen. Added CH-REP information.

H290 Kann &tzend auf Metalle wirken.

P234 Nur in der Originalverpackung aufbewahren.
P261 Einatmen von Nebel oder Dampf vermeiden.
P271 Nur im Freien oder an einem gut belufteten Ort verwenden.

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.

P390 Nehmen Sie verschittete Flissigkeiten auf, um Materialschédden zu vermeiden. Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
! " . _ u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 @ 64271
P403 + P233 An einem gut beliifteten Ort aufbewahren. Behalter luftdicht verschlossen halten. St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
85L2: an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany
) Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765
MDSS CH GmbH
% J”—F,E Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau
Switzerland
H290 Kann &tzend auf Metalle wirken. Die Initiale M und Sigma-Aldrich sind Marken der Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland oder ihrer
Tochtergesellschaften. Alle anderen Marken sind das Eigentum ihrer jeweiligen Inhaber. Ausfiihrliche Informationen
H319 Verursacht schwere Augenreizungen. iber Marken sind tber 6ffentlich zugéngliche Quellen erhéltlich.
H331 Giftig beim Einatmen. © 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

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



Rév. 4.0, 91780-LS, 2023

Sigma-Aldrich.

Mode d’emploi

Kit de phosphatase alcaline
leucocytaire

Procédure n° 85

[vo] Cé€

Utilisation prévue

Les kits de phosphatase alcaline de Sigma-Aldrich sont destinés a la coloration histologique
générale en laboratoire. Les réactifs de détection de la phosphatase alcaline sont destinés aux
professionnels et a un « usage en diagnostic in vitro » uniquement. Cette procédure histochimique
manuelle et qualitative met en évidence I'activité de la phosphatase alcaline dans les leucocytes
des frottis sanguins ou de moelle osseuse humains. La visualisation histologique de la phosphatase
alcaline associée aux leucocytes est une technique unique couramment utilisée en médecine.

En 1929, Kay a suggéré pour la premiére fois la présence de phosphatase alcaline dans les
leucocytes.! Toutefois, ce n’est que bien des années plus tard que Kaplow a introduit une méthode
de coloration pratique pour mettre en évidence I'enzyme leucocytaire.? Kaplow a utilisé le
phosphate d‘a-naphtyle sodique comme substrat, le Fast Blue RR comme sel de diazonium et a
recommandé une méthode de détermination du score pour les comparaisons semi-quantitatives.?
Il a également suggéré des améliorations permettant une bonne conservation de la morphologie
cellulaire. Par la suite, le phosphate d’a-naphtyle a été remplacé par le phosphate de naphtol AS.
Il convient de noter qu’une bonne corrélation a été trouvée entre les techniques cytochimiques et
biochimiques pour le dosage de I'activité de la phosphatase alcaline leucocytaire.?

Avec la méthode de Sigma-Aldrich, la phosphatase alcaline leucocytaire est déterminée sur les
frottis sanguins ou médullaires une fois ceux-ci délicatement fixés sur des lames. Les frottis fixés
sont ensuite incubés dans une solution contenant du phosphate de naphtol AS-MX. Sous I'effet
de l'activité de la phosphatase, le naphtol AS-MX est libéré et immédiatement couplé a un sel de
diazonium, formant un pigment visible et insoluble sur les sites d’activité de la phosphatase.

Réactifs

Sel Fast Blue RR (réf. FBS25-10CAP)
Fast Blue, C.I. 37155, gélules prépesées. Le poids réel par gélule varie en fonction du lot de
colorant et a été optimisé par test.

Solution alcaline de phosphate de naphtol AS-MX (réf. 855-20ML)

Phosphate de naphtol AS-MX, 0,25 % (p/v), tamponné a un pH de 8,6, 25 °C. Danger. Provoque
une irritation cutanée. Provoque une séveére irritation des yeux. Peut irriter les voies respiratoires.
Eviter de respirer les poussiéres/fumées/gaz/brouillards/vapeurs/aérosols.

EN CAS D'INGESTION : appeler immédiatement un CENTRE ANTIPOISON ou un médecin.

Solution d’hématoxyline de Mayer (réf. MHS1-100ML)
Hématoxyline, certifiée, 1 g/I, C.I. 75290, iodate de sodium, 0,2 g/I, hydroxyde d’ammonium et
d’aluminium, 5 g/I et stabilisateurs.

Solution de citrate concentré (réf. 854C-20ML)

Acide citrique-citrate de sodium, 1,5 mol/l. Danger. Provoque une irritation cutanée. Provoque des

lésions oculaires graves. Eviter de respirer les poussiéres/fumées/gaz/brouillards/vapeurs/aérosols.
Peut irriter les voies respiratoires. Porter des gants de protection/un équipement de protection des

yeux/du visage.

Matériel spécial requis mais non fourni

e Concentré de substitut a I'eau courante de Scott, réf. S5134
e Acétone, de qualité réactif ou de qualité ACS

Conservation et stabilité

Conserver le sel Fast Blue RR a une température inférieure a 0 °C. Conserver la solution alcaline de
phosphate de naphtol AS-MX au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C). Les réactifs sont stables jusqu‘a la
date limite d’utilisation.

Conserver la solution d’hématoxyline de Mayer hermétiquement fermée a température ambiante
(entre 18 et 26 °C) a l'abri de la lumiére. Ne pas remettre la solution dans son récipient d’origine
apres |'avoir utilisée dans une cuve a coloration de Coplin. La jeter lorsque le temps nécessaire
pour obtenir une coloration adéquate dépasse de plus de 5 minutes le temps recommandé dans
la procédure.

Conserver la solution de citrate concentré a température ambiante (entre 18 et 26 °C). Conserver
la solution de travail de citrate au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C). Les solutions de citrate peuvent
étre utilisées en I'absence de croissance microbienne.

Préparation

Le sel Fast Blue RR, la solution alcaline de phosphate de naphtol AS-MX et la solution
d’hématoxyline de Mayer sont fournis préts a I'emploi pour la procédure.

Préparer la solution de travail de citrate en diluant 2 ml de solution de citrate concentré a 100 ml
d’eau déionisée.

Pour préparer la solution de fixation (acétone tamponnée au citrate, 60 %), équilibrer la solution
de travail de citrate a température ambiante (entre 18 et 26 °C). En mélangeant constamment,
ajouter 2 volumes de solution de travail de citrate a 3 volumes d’acétone. Jeter aprés utilisation.

La solution de travail du substitut a I'eau courante de Scott est préparée en diluant 1 volume de
concentré de substitut a I'eau courante de Scott avec 9 volumes d’eau déionisée.

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

1l est possible d'utiliser des frottis sanguins ou médullaires fraichement préparés ou bien des
échantillons anticoagulés avec de I'héparine.* EVITER L'EDTA. Les frottis sanguins doivent étre
colorés dans les 8 heures suivant leur préparation pour rechercher I'activité enzymatique. Toutefois,
si cela nest pas possible, la perte progressive de I'activité de la phosphatase alcaline peut étre
retardée en les fixant et en les stockant pendant une nuit au congélateur.* Les frottis doivent étre
séchés pendant au moins 1 heure avant de les fixer et pendant 3 heures aprées avoir été fixés avant
de pouvoir étre congelés.

Remarques

1l existe peu de données concernant les composés susceptibles d’interférer avec I'activité de la
phosphatase alcaline leucocytaire (PAL). Certains médicaments et d’autres substances sont connus
comme ayant un impact sur I'activité de la phosphatase alcaline circulante.® Les contraceptifs oraux,
le cortisol et le stress peuvent entrainer une augmentation des scores de la phosphatase alcaline
leucocytaire.®

Réaliser la procédure en utilisant des controles positifs. Ces contrbles peuvent provenir de patients
atteints d’une hyperleucocytose d’origine infectieuse ou bien de femmes au troisiéme trimestre de
grossesse ou pendant les premiers jours aprés la naissance. Les scores de la phosphatase alcaline
leucocytaire chez ces personnes dépassent généralement 100. Un contrdle négatif peut étre
préparé a partir d'un frottis fixé normal en I'immergeant dans de I’'eau bouillante pendant 1 minute
afin d'inactiver I'enzyme. Les frottis de contréle peuvent étre conservés jusqu’a 1 an s'ils sont
stockés fixés, enveloppés dans du Parafilm® a -70 °C. Ces frottis doivent étre séchés a Iair libre
pendant au moins 1 heure avant d’étre fixés et pendant 3 heures aprés avoir été fixés pour pouvoir
étre congelés.

Il est vivement recommandé que chaque laboratoire établisse sa propre plage de valeurs attendues,
caractéristique de la population locale.

La procédure dépend de I'évaluation subjective des cellules colorées. Cela peut entrainer une
grande variation des scores obtenus. La température du mélange réactionnel doit étre maintenue
entre 18 et 26 °C. Des températures plus basses entrainent des résultats (scores) nettement
inférieurs. Au-dessus de 30 °C, une augmentation marquée de I'activité se produit. Les éosinophiles
ne se colorent pas, mais ils peuvent étre reconnus gréce a leurs noyaux bilobés et a la présence de
gros granules réfractaires.

Procédure
1. Mesurer 48 ml d’eau distillée dans un récipient approprié et ajuster la température entre
18 et 26 °C.

2. Préparer la solution de sel de diazonium :

Dissoudre le contenu d’une gélule de sel Fast Blue RR dans de I'eau distillée (de I'étape 1).
Un agitateur magnétique peut étre utile.

3. Ajouter 2 ml de solution alcaline de phosphate de naphtol AS-MX a la solution de sel de
diazonium diluée (de I'étape 2). Mélanger.

4. Equilibrer la solution de fixation & température ambiante (entre 18 et 26 °C). Fixer les lames
en les immergeant dans la solution de fixation pendant 30 secondes. Rincer délicatement a
I'eau déionisée pendant 45 secondes. Ne pas laisser les lames sécher.

5. Ajouter les lames au mélange colorant alcalin (de I'étape 3) et laisser incuber entre 18 et
26 °C pendant 30 minutes. Protéger les lames immergées de la lumiére directe. Jeter le
mélange colorant alcalin aprés utilisation.

6. Au bout des 30 minutes, retirer les lames et les rincer soigneusement dans de I'eau déionisée
pendant 2 minutes. Ne pas laisser les lames sécher.

7. Placer les lames dans la solution d’hématoxyline de Mayer pendant 10 minutes.

8. Rincer les lames contre-colorées pendant 3 minutes dans de I'eau déionisée. Les noyaux se
coloreront alors en rouge-violet.

9. Examiner les lames au microscope. S'il est nécessaire de monter les lames avec des lamelles
couvre-objet, utiliser uniquement un milieu de montage aqueux.

Caractéristiques de performance

Méthode de détermination du score

Examiner le frottis (a I'objectif 900x) et sélectionner une petite zone ou les érythrocytes se
touchent a peine. Les sites d’activité de la phosphatase apparaissent sous forme de granulations
bleues. Sélectionner 100 granulocytes neutrophiles segmentés et en forme de bande consécutifs.
Leur attribuer un score compris entre 0 et 4+ en fonction de la quantité et de I'intensité du colorant

score, voir le Tableau 1. La somme des scores de 100 cellules est considérée comme le score final.

Tableau 1. Caractéristiques de détermination du score*

Colorant azoique précipité a l'intérieur du cytoplasme
Score Quantité** Taille des Intensité de la Fond du cytoplasme
des (%) granulations coloration
cellules

0+ Aucune - Aucune Aucun

1+ 50 Petite Faible @ modérée Incolore a bleu trés péle

2+ 50-80 Petite Modérée a forte Incolore & bleu pale

3+ 80-100 Moyenne a Forte Incolore & bleu
grande

4+ 100 Moyenne a Intense Non visible
grande

* Le Tableau 1 constitue une modification des observations faites par Kaplow.??
** Pourcentage du volume du cytoplasme occupé par le colorant azoique précipité.



2-FR

Pour obtenir le score d’activité de la phosphatase alcaline leucocytaire (activité PAL), le nombre de
cellules comptées est multiplié par la valeur du score des cellules. Ces chiffres sont ensuite additionnés
pour obtenir le score final d’activité de la phosphatase alcaline leucocytaire, comme le montrent les
exemples suivants :

Score des cellul Score compté  Score d’activité PAL
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Total 100 67

Valeurs attendues

Les scores suivants ont été obtenus chez Sigma-Aldrich pour 20 individus en bonne santé. Le sang a été
prélevé dans des tubes contenant de I’'héparine et les frottis ont été préparés dans I'heure qui a suivi.

Fast Blue RR
96+44
52-140
La plage suivante de scores a été obtenue a partir de ces 20 individus en bonne santé :

Activité PAL moyenne £+ 1 ET
Plage activité PAL

Fast Blue RR
32-182

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

Observations attendues

Chez I'homme, I'activité de la phosphatase alcaline est limitée aux granulocytes matures et aux
granulocytes en bande. Parfois, une faible coloration peut étre observée dans les lymphocytes.
Les ostéoblastes de la moelle osseuse et les cellules endothéliales sont fortement colorés.

Une série de lames a été préparée a partir de sang issu de sujets en bonne santé, de femmes au
dernier trimestre de grossesse, de patientes en début de post-partum et d’individus présentant une
réaction leucémoide. Des contrdles négatifs ont été préparés par inactivation thermique comme décrit.
Diverses combinaisons de Fast Blue RR et de contre-colorants (solution de bleu de méthyléne et
solution d’hématoxyline de Mayer) ont été testées a plusieurs reprises et I'activité de la phosphatase
alcaline leucocytaire (LAPA) a été déterminée. Les valeurs obtenues sur plusieurs lames préparées pour
chaque sujet étaient en étroite concordance et ne semblaient pas étre influencées par la technique

de coloration/contre-coloration utilisée. Par exemple, 7 frottis réalisés avec le sang d’une patiente en
période prénatale ont donné des résultats allant de 235 a 269 avec une moyenne, un écart-type et un
coefficient de variation de 255, 11,3 et 4,4 % respectivement. Les controles négatifs ont révélé une
absence totale de matériel coloré.

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 té
produit intra-série intra-série inter-séries inter-séries
Sites
FBS25  Sel Fast Blue RR d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution alcaline Sites
855 de phosphate de d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
naphtol AS-MX
Solution
MHS1 d’hématoxyline Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
e Mayer
Solution de citrate Sites
854C Concentré d'activité 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3

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.

85L1:

b

H290 Peut étre corrosif pour les métaux.

fp

H331 Toxique par inhalation.

P234 Conserver uniquement dans le récipient d’origine.

P261 Eviter de respirer les brouillards ou les vapeurs.

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

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

P390 Absorber toute substance répandue pour éviter qu‘elle attaque les matériaux environnants.

P403 + P233 Stocker dans un endroit bien ventilé. Maintenir le récipient fermé de maniére étanche.

85L2:

&

H290 Peut étre corrosif pour les métaux.

fp

H319 Provoque une sévére irritation des yeux.

H331 Toxique par inhalation.

P234 Conserver uniquement dans le récipient d’origine.

P261 Eviter de respirer les poussiéres/fumées/gaz/brouillards/vapeurs/aérosols.
P264 Se laver la peau soigneusement apres manipulation.

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

P304 + P340 + P311 EN CAS D'INHALATION : transporter la personne a I'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 I'utilisation de ce dispositif ou a la suite de son utilisation, un
incident grave se produit, le signaler au fabricant et/ou a son représentant agréé
ainsi qu’aux autorités nationales compétentes.

Définition des symboles
Symboles tels que définis dans la norme EN ISO 15223-1:2021

u Fabricant

Consulter le mode d’emploi
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in vitro)
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Coordonnées

Pour passer commande, consulter notre site Web a I'adresse SigmaAldrich.com. Pour le service technique,
consulter la page du service technique sur notre site Web a I'adresse SigmaAldrich.com/techservice.

Historique des révisions

Rév. 2.0 2014
Rév. 3.0 2016
Rév. 4.0 2023

Transfert vers un nouveau modéle avec I'image de marque actuelle. Précision de I'usage
professionnel dans I'utilisation prévue et les précautions. Révision de I'utilisation prévue
afin de I'aligner sur les recommandations de la réglementation relative aux dispositifs
médicaux de diagnostic in vitro. Remplacement du texte « Material Safety Data Sheet »
par « Safety Data Sheet » dans la version anglaise. Mise a jour des coordonnées.
Suppression de I'instruction indiquant de suivre les normes et recommandations

du CLSI pour le prélévement des échantillons. Remplacement de la norme EN 980

par la norme EN ISO 15223-1:2021 pour les symboles. Ajout de coordonnées en

cas d'événements indésirables. Suppression de la référence bibliographique n° 4 et
renumeérotation des références. Ajout d’un tableau d’historique des révisions. Ajout
d’une mention de danger supplémentaire pour les références catalogue 854C-20ML

et 855-20ML. Ajout de la section relative aux avertissements et risques. Ajout des
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Istruzioni per I'uso

Kit per fosfatasi alcalina
leucocitaria

Procedura n. 85

[vo] Cé€

Uso previsto

I kit per fosfatasi alcalina Sigma-Aldrich sono intesi come coloranti istologici generali per uso

di laboratorio. I reagenti per fosfatasi alcalina sono destinati soltanto alla "diagnostica in vitro"
professionale. Questa procedura qualitativa manuale istochimica rileva I'attivita di fosfatasi alcalina
nei leucociti di strisci ematici o midollari di campioni umani. La visualizzazione istologica della fosfatasi
alcalina associata ai leucociti & una tecnica unica al momento comunemente utilizzata in medicina.

Nel 1929, Kay descrisse per la prima volta la presenza di fosfatasi alcalina nei leucociti.* Tuttavia,
dovettero trascorrere molti anni prima che Kaplow introducesse una pratica metodica di colorazione
per dimostrare I'enzima leucocitario.? Kaplow utilizzo sodio a-naftil fosfato come substrato,

fast blue RR come sale di diazonio e raccomando una scala di punteggio per i confronti
semiquantitativi.? Inoltre, vennero proposte migliorie da cui derivo una buona conservazione

della morfologia cellulare. Successivamente, a-naftil fosfato fu sostituito dal naftolo AS fosfato.

E interessante notare che & stata trovata una buona correlazione tra le tecniche citochimiche e
biochimiche per I'analisi dell'attivita della fosfatasi alcalina nei leucociti (LAPA).3

Con la metodica Sigma-Aldrich, la fosfatasi alcalina leucocitaria viene determinata negli strisci
ematici o midollari dopo che sono stati delicatamente fissati ai vetrini. Gli strisci fissati vengono
quindi incubati in una soluzione contenente naftolo AS-MX fosfato. L'attivita della fosfatasi favorisce
il rilascio di naftolo AS-MX, che si lega immediatamente con un sale di diazonio, formando un
pigmento visibile e insolubile nelle sedi di attivita della fosfatasi.

Reagenti
Sale Fast Blue RR (N. di cat. FBS25-10CAP)

Fast Blue, C.I. 37155, capsule prepesate. II peso effettivo per capsula variera in funzione della
purezza del lotto di colorante ed € stato ottimizzato mediante saggio.

Soluzione alcalina di naftolo AS-MX fosfato (N. di cat. 855-20ML)

Naftolo AS-MX fosfato, 0,25% (w/v), tamponato a pH 8,6, 25 °C. Pericolo. Provoca irritazione
cutanea. Provoca grave irritazione oculare. Puo irritare le vie respiratorie. Evitare di respirare
la polvere/i fumi/i gas/la nebbia/i vapori/gli aerosol. IN CASO DI INGESTIONE: contattare
immediatamente un CENTRO ANTIVELENI o un medico.

Soluzione di ematossilina di Mayer (N. di cat. MHS1-100ML)
Ematossilina, certificata, 1 g/, C.I. 75290, iodato di sodio, 0,2 g/I, idrossido di alluminio e
ammonio, 5 g/l e stabilizzanti

Soluzione concentrata di citrato (N. di cat. 854C-20ML)

Acido citrico-sodio citrato, 1,5 mol/I. Pericolo. Provoca irritazione cutanea. Provoca gravi lesioni
oculari. Evitare di respirare la polvere/i fumi/i gas/la nebbia/i vapori/gli aerosol. Puo irritare le vie
respiratorie. Indossare guanti protettivi/proteggere gli occhi/il viso.

Materiali specifici necessari, ma non forniti in dotazione

e Concentrato di soluzione di Scott sostitutiva dell'acqua di rubinetto, N. di cat. S5134
e Acetone, reagente di grado ACS

Conservazione e stabilita

Conservare il sale Fast Blue RR a una temperatura inferiore a 0 °C. Conservare la soluzione alcalina
di naftolo AS-MX fosfato in frigorifero (2-8 °C). I reagenti sono stabili fino alla data di scadenza
indicata in etichetta.

Conservare la soluzione di ematossilina di Mayer in un flacone ben chiuso, a temperatura ambiente
(18-26 °C), al riparo dalla luce. Non reintrodurre la soluzione nel contenitore originale dopo I'uso in
vaschetta tipo Coplin. Scartarla quando il tempo per ottenere una colorazione idonea & piu lungo di
oltre 5 minuti rispetto a quello raccomandato nella procedura.

Conservare la soluzione concentrata di citrato a temperatura ambiente (18-26 °C). Conservare la
soluzione di lavoro a base di citrato in frigorifero (2-8 °C). Le soluzioni diluite a base di citrato sono
idonee per I'uso in assenza di crescita microbica visibile.

Preparazione

Il sale Fast Blue RR, la soluzione alcalina di naftolo AS-MX fosfato e la soluzione di ematossilina di
Mayer sono forniti pronti per I'uso nella procedura.

Per preparare la soluzione di lavoro a base di citrato, diluire con acqua deionizzata 2 ml di soluzione
concentrata di citrato fino a ottenere 100 ml.

Per preparare la soluzione fissativa (acetone tamponato con citrato, 60%), scaldare la soluzione
di lavoro a base di citrato a temperatura ambiente (18-26 °C). Mantenendo la miscela in costante
agitazione, aggiungere 2 volumi di soluzione di lavoro a base di citrato a 3 volumi di acetone.
Scartare dopo l'uso.

Per preparare la soluzione di lavoro di Scott sostitutiva dell'acqua di rubinetto, diluire 1 volume di
concentrato di soluzione di Scott sostitutiva dell'acqua di rubinetto con 9 volumi di acqua deionizzata.

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

E possibile utilizzare strisci o campioni di sangue o midollo osseo preparati al momento, con
eparina.’ EVITARE EDTA.* Gli strisci ematici devono essere colorati per I'attivita enzimatica entro

8 ore dalla preparazione. Tuttavia, se cid non fosse possibile, la graduale perdita di attivita della
fosfatasi alcalina pud essere ritardata mediante fissazione e conservazione durante la notte in
congelatore.* Gli strisci devono essere asciugati almeno 1 ora prima della fissazione e 3 ore dopo la
fissazione prima di riporli in congelatore.

Note

Sono scarsi i dati riguardanti i composti che possono interferire con I'attivita della fosfatasi alcalina
leucocitaria (LAPA). E noto che alcuni farmaci e altre sostanze influenzano I'attivita della fosfatasi
alcalina in circolo.5I contraccettivi orali, il cortisolo e lo stress possono produrre un punteggio
elevato alla valutazione della fosfatasi alcalina leucocitaria.®

Eseguire la procedura utilizzando controlli positivi. Questi possono essere ottenuti da pazienti con
leucocitosi piogenica o da donne al terzo trimestre di gravidanza o durante i primi giorni dopo il
parto. I punteggi assegnati alla valutazione della fosfatasi alcalina leucocitaria in questi individui
sono in genere superiori a 100. E possibile preparare un controllo negativo da un normale striscio
fissato immergendolo in acqua bollente per 1 minuto per inattivare I'enzima. Gli strisci di controllo
possono essere conservati fino a 1 anno se fissati, avvolti in Parafilm® a -70 °C. Questi strisci
devono essere asciugati all'aria almeno 1 ora prima della fissazione e 3 ore dopo la fissazione prima
di essere riposti in congelatore.

Si raccomanda vivamente che ogni laboratorio stabilisca un proprio range di riferimento,
caratteristico per la popolazione locale.

La procedura dipende dalla valutazione soggettiva delle cellule colorate. Cio pud comportare
un'ampia variazione delle valutazioni ottenute. La temperatura della miscela di reazione deve essere
mantenuta tra 18 °C e 26 °C. Temperature piu basse daranno punteggi significativamente piu bassi,
temperature superiori a 30 °C punteggi marcatamente piu elevati. Gli eosinofili non si colorano, ma
si possono riconoscere dai nuclei bilobati e dai grossi granuli refrattari.

Procedura

1. Versare 48 ml di acqua distillata in un contenitore idoneo e regolare la temperatura a 18-26 °C.

2. Preparare la soluzione di sale di diazonio:
sciogliere il contenuto di una capsula di sale Fast Blue RR in acqua distillata (dal punto 1).
Puo essere utile un agitatore magnetico.

3. Aggiungere 2 ml di soluzione alcalina di naftolo AS-MX fosfato alla soluzione di sale di diazonio
diluito (punto 2). Mescolare.

4. Portare la soluzione fissativa a temperatura ambiente (18-26 °C). Fissare i vetrini
immergendoli nella soluzione fissativa per 30 secondi. Sciacquare delicatamente con acqua
deionizzata per 45 secondi. Non far asciugare i vetrini.

5. Immergere i vetrini nella miscela soluzione alcalina-colorante (punto 3) e incubare
a 18-26 °C per 30 minuti. Tenere i vetrini al riparo dalla luce diretta. Scartare la miscela
soluzione alcalina-colorante dopo I'uso.

6. Trascorsi 30 minuti, prelevare i vetrini e sciacquarli accuratamente con acqua deionizzata
per 2 minuti. Non far asciugare i vetrini.

7. Immergere i vetrini nella soluzione di ematossilina di Mayer per 10 minuti.

8. Sciacquare i vetrini trattati con controcolorazione con acqua deionizzata per 3 minuti.

In questo modo si otterra una colorazione nucleare di colore rosso-violetto.

9. Esaminare al microscopio. Se & necessario applicare vetrini coprioggetto, utilizzare solo un

mezzo di montaggio acquoso.

Caratteristiche prestazionali

Metodo di valutazione

Eseguire la scansione del vetrino (900X) e selezionare un'area sottile in cui gli eritrociti a
malapena si toccano. Le sedi di attivita della fosfatasi appariranno come granuli blu. Selezionare
100 granulociti neutrofili segmentati e a banda consecutivi. Assegnare un punteggio da 0 a 4+

in funzione della quantita e dell'intensita del colorante precipitato riscontrabile all'interno del
citoplasma di queste cellule. Per le caratteristiche del punteggio, consultare la Tabella 1. La somma
delle valutazioni di 100 cellule da il punteggio finale.

Tabella 1. Caratteristiche del punteggio*

Colorante azoico precipitato nel citoplasma

Valuta- Quantita** Dimensioni del Intensita della Sfondo del
zione per (%) granulo colorazione citoplasma
cellula
0+ Ness. - Ness. Ness.
1+ 50 Piccolo Da debole a Da incolore a blu

moderata molto pallido

2+ 50-80 Piccolo Da moderata a forte | Da incolore a blu pallido

3+ 80-100 Da medio a Forte Da incolore a blu
grande

4+ 100 Da medio a Brillante Non visibile
grande

* La Tabella 1 illustra I'oscillazione delle osservazioni fatte da Kaplow.? *
** pPercentuale del volume di citoplasma occupato dal precipitato di colorante azoico.

Per ottenere il punteggio dell'attivita della fosfatasi alcalina leucocitaria (LAPA), moltiplicare il
numero di cellule contate per il valore risultante dalla valutazione per singola cellula. Sommando
queste cifre si ottiene il punteggio LAPA come esemplificato di seguito:

Valutazione Punteggio Punteggio
per cellula contato LAPA
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Totale 100 67
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Valori attesi Se durante I'utilizzo di questo dispositivo, o a seguito di questo, si é verificato un

I seguenti punteggi sono stati ottenuti presso Sigma-Aldrich per 20 soggetti sani. Il sangue & stato grave incidente, segnalarlo al fabbricante e/o al suo rappresentante autorizzato e
prelevato in provette eparinizzate e gli strisci sono stati preparati entro un'ora. alla propria autorita nazionale.

Fast Blue RR Definizioni dei simboli

Valore medio di LAPA £ 1SD 96+44 Simboli da usare in conformita con la norma EN ISO 15223-1:2021

Range di LAPA 52-140
Sui 20 soggetti sani in questione il range di oscillazione dei punteggi & stato il seguente: ‘ Fabbricante Numero di catalogo

Fast Blue RR EE] Consultare le istruzioni per 'uso Codice del lotto
32-182 Mandatario nella Comunita Dichiarazione di conformita
Se i risultati osservati differiscono dai risultati attesi, rivolgersi al servizio di assistenza tecnica europea/Unione europea C E dell'Unione europea
di Sigma-Aldrich. (definita in IVDR 2017/746)
PP " Dispositivo medico-diagnostico
Osservazioni attese
! &t . o . B . - B 2 Data di scadenza in vitro

Nell'uomo, I'attivita della fosfatasi alcalina & limitata ai granulociti maturi e a banda. Talvolta nei linfociti
si puo riscontrare una colorazione debole. Gli osteoblasti e le cellule endoteliali del midollo osseo si ,ﬂ’ Limite di temperatura A Attenzione
colorano marcatamente.
. @ Data di fabbricazione @ Importatore
E stata preparata una serie di vetrini utilizzando sangue ottenuto da soggetti normali, donne nell'ultimo

trimestre di gravidanza o nel primo periodo del postpartum, e individui che evidenziavano una reazione
leucemoide. I controlli negativi sono stati preparati mediante inattivazione termica come descritto. [ cH [REP] Mandatario in Svizzera
Varie combinazioni di Fast Blue RR e coloranti di contrasto (soluzione di blu di metilene e soluzione di
ematossilina di Mayer) sono state eseguite su repliche ed ¢ stato valutato il punteggio LAPA. I valori

ottenuti su piti vetrini preparati su ciascun soggetto sono risultati molto simili e non & sembrato che Bibliografia

avessero risentito della tecnica di colorazione/controcolorazione impiegata. Ad esempio, 7 strisci 1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp
preparati con il sangue di un paziente nel periodo prenatale hanno fatto registrare punteggi di 235-269 Pathol 10:253, 1929.

con una media, deviazione standard e coefficiente di variazione rispettivamente di 255, 11,3 e 4,4%. 2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphtase
I controlli negativi hanno rivelato una completa assenza di materiale colorato.

activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955.
3. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann NY

Caratteristiche di prestazione analitica Acad Sci 155:911, 1968.
I risultati delle prestazioni analitiche per i test dati condotti su tutte le strutture target confermano una 4. Proposed Standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4, No 14,
sensibilita, specificita e ripetibilita del 100%. National Committee for Clinical Laboratory Standards.
5. Young DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.
N.di  Descrizione del Target Specificita Sensibilita Specificita  Sensibilita 1997;34(6):579-581.
cat. prodotto intra_- intra_- inter_- inter_- 6. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, New Jersey,
) ) 3 99 1982, pp 248-250.
Sedi di .
FBS25  Sale Fast Blue RR Attivita 3su3 3su3 3su3 3su3 Recapiti
Soluzione alcalina Sedi di Per effettuare un ordine, visitare il nostro sito web all'indirizzo SigmaAldrich.com. Per il servizio di
855 di na;tolfo AS-MX attivita 3su3 3su3 3su3 3su3 assistenza tecnica, visitare I'apposita pagina dedicata sul nostro sito web all'indirizzo
osfato SigmaAldrich.com/techservice.
Soluzione di
MHS1 ematossilina di Nuclei 3su3 3su3 3su3 3su3 . . -
Mayer Cronologia delle revisioni
Soluzione Sedi di
854C  concentrata di ai dl 3su3 3su3 3su3 3su3 Rev. 2.0 2014
- attivita
citrato
. . Rev. 3.0 2016
Avvertenze e pericoli
Rev. 4.0 2023

Per informazioni aggiornate su rischi, precauzioni e sicurezza, consultare la scheda dati di sicurezza e
I'etichetta del prodotto. 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
85L1: 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
& Eg da contattare in caso di eventi avversi. Eliminato riferimento bibliografico n. 4 e
rinumerata la bibliografia. Aggiunta la cronologia delle revisioni. Aggiunto ulteriore
consiglio di prudenza per 854C-20ML e 855-20ML. Aggiunta la sezione "Avvertenze e
pericoli". Aggiunta informazione per Mandatario in Svizzera.

H290 Puo essere corrosivo per i metalli.

H331 Tossico se inalato.

P234 Conservare soltanto nell'imballaggio originale.

P261 Evitare di respirare la nebbia o i vapori.

P271 Utilizzare soltanto all'aperto o in luogo ben ventilato.

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

P390 Assorbire la fuoriuscita per evitare danni materiali.
P403 + P233 Conservare in un luogo ben ventilato. Tenere il contenitore ben chiuso.

85L2:

L) &3

H290 Puo essere corrosivo per i metalli.

H319 Provoca grave irritazione oculare. Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
H331 Tossico se inalato u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 @ 64271
: St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
P234 Conservare soltanto nell'imballaggio originale. an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany
Darmstadt, Germany
P261 Evitare di respirare la polvere/i fumi/i gas/la nebbia/i vapori/gli aerosol. +1(314) 771-5765
P264 Lavare accuratamente la pelle dopo I'uso. MDSS CH GmbH
m Laurenzenvorstadt 61
P271 Utilizzare soltanto all'aperto o in luogo ben ventilato. 5000 Aarau
P304 + P340 + P311 IN CASO DI INALAZIONE: trasportare l'infortunato all'aria aperta e mantenerlo Switzerland

a riposo in posizione che favorisca la respirazione. Contattare un CENTRO ANTIVELENI/un medico. L'iniziale "M" e Sigma-Aldrich sono marchi commerciali di Merck KGaA, Darmstadt, Germania o delle sue affiliate.

P305 + P351 + P338 IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare accuratamente con Tutti gli altri marchi commerciali sono di proprieta dei rispettivi proprietari. Informazioni dettagliate sui marchi
acqua per parecchi minuti. Togliere le eventuali lenti a contatto se & agevole farlo. Continuare a sono disponibili tramite risorse accessibili pubblicamente.
sciacquare.

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

The life science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Instrucciones de uso

Kit de fosfatasa
alcalina leucocitaria

Procedimiento n.° 85

[vo] Cé€

Uso previsto

Los kits de fosfatasa alcalina Sigma-Aldrich estdn pensados como tincion histoldgica de uso general
en laboratorios. Los reactivos de fosfatasa alcalina son exclusivamente para “uso diagndstico

in vitro” profesional. Este procedimiento manual semicuantitativo detecta la actividad fosfatasa
alcalina en los leucocitos en sangre o en laminas de médula dsea humanas. La visualizacién
histoldgica de la fosfatasa alcalina asociada representa una técnica Unica en la actualidad y es
comunmente utilizada en medicina.

En 1929, Kay sugirid por primera vez la presencia de fosfatasa alcalina en los leucocitos.! Sin
embargo, Kaplow no introdujo hasta muchos afios después un método de tincion practico para
demostrar la enzima leucocitaria.? Kaplow utilizé el a-naftil fosfato de sodio como sustrato,

el Fast Blue RR como sal de diazonio y recomenddé un método de puntuacién para realizar
comparaciones semicuantitativas.? También, sugirié mejoras que permitieran una buena
conservacion de la morfologia celular. Posteriormente, se sustituyé el a-naftil fosfato por el fosfato
de naftol AS. Cabe destacar que se ha encontrado una buena correlacién entre las técnicas
citoquimicas y bioquimicas para evaluar la actividad del fosfato alcalino leucocitario (LAPA).?

Con el método de Sigma-Aldrich, se determina la fosfatasa alcalina de los leucocitos en laminas de
sangre o de médula dsea después de haberlas fijado suavemente en portaobjetos. A continuacion,
las laminas fijadas se incuban en una solucién que contiene fosfato de naftol AS-MX. Como
resultado de la actividad de la fosfatasa, el naftol AS-MX se libera y se acopla inmediatamente con
una sal de diazonio, formando un pigmento insoluble y visible en los sitios de actividad de

la fosfatasa.

Reactivos

Sal Fast Blue RR (N.° de cat. FBS25-10CAP)
Fast Blue, C.I. 37155, Capsulas prepesadas. El peso real por capsula variard en funcion del lote de
tinte y ha sido optimizado por ensayo.

Solucion alcalina de fosfato naftol AS-MX (N.° de cat. 855-20ML)

Fosfato de naftol AS-MX, al 0,25 % (p/v), amortiguado a pH 8,6, 25 °C. Peligro. Provoca irritacion
cuténea. Provoca irritacion ocular grave. Puede irritar las vias respiratorias. Evitar respirar
polvos/humos/gases/nieblas/vapores/aerosoles. EN CASO DE INGESTION: Llamar inmediatamente
a un CENTRO DE TOXICOLOGIA o a un médico.

Solucién de hematoxilina de Mayer (N.° de cat. MHS1-100ML)
Hematoxilina certificada, 1 g/I, C.I. 75290, yodato sédico, 0,2 g/l, hidréxido amdnico de aluminio,
5 g/l, y estabilizadores

Solucion de concentrado de citrato (N.° de cat. 854C-20ML)

Acido citrico-citrato de sodio, 1,5 mol/l. Peligro. Provoca irritacion cutdnea. Provoca lesiones
oculares graves. Evitar respirar polvos/humos/gases/nieblas/vapores/aerosoles. Puede irritar las
vias respiratorias. Usar guantes/equipo de proteccion para los ojos/la cara.

Material especial necesario pero no suministrado

« Concentrado sustituto del agua corriente de Scott, n.° de catélogo S5134
e Acetona, reactivo ACS

Almacenamiento y estabilidad

Almacenar la sal Fast Blue RR por debajo de 0 °C. Almacenar la solucién alcalina de fosfato de
naftol AS-MX en el frigorifico (2-8 °C). Los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad.

Almacenar la solucion de hematoxilina de Mayer bien cerrada a temperatura ambiente (18-26 °C)
protegida de la luz. No devolver la solucién al envase original después de su uso en el frasco Coplin.
Descartar cuando el tiempo necesario para una tincion adecuada supere en mas de 5 minutos el
tiempo recomendado en el procedimiento.

Almacenar la solucién concentrada de citrato a temperatura ambiente (18-26 °C). Almacenar la
solucién de citrato de trabajo en el frigorifico (2-8 °C). Las soluciones de citrato son adecuadas
para su uso en ausencia de crecimiento microbiano.

Preparacion

La sal Fast Blue RR, la solucidn alcalina de fosfato naftol AS-MX y la solucion de hematoxilina de
Mayer se suministran listas para su uso en el procedimiento.

Preparar la solucion de trabajo de citrato diluyendo 2 ml de solucién concentrada de citrato a
100 ml con agua desionizada.

Para preparar la solucion fijadora (acetona amortiguada con citrato, al 60 %), calentar la

solucién de trabajo de citrato a temperatura ambiente (18-26 °C). Con agitacion constante,

afiadir 2 volumenes de solucién de trabajo de citrato a 3 volimenes de acetona. Desechar después
de su uso.

La solucion de trabajo del sustituto del agua corriente de Scott se prepara diluyendo 1 volumen del
concentrado sustitutivo del agua corriente de Scott con 9 volimenes de agua desionizada.

Precauciones

Estos dispositivos médicos de diagndstico in vitro (DMDIV) estan destinados a un uso de
diagnostico in vitro en un entorno de laboratorio clinico. Estos DMDIV estén destinados a un uso
profesional por parte de personal cualificado. El personal de laboratorio capacitado 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
0 nacionales.

Procedimiento

Recogida de la muestra

Pueden utilizarse ldminas de sangre fresca o de médula désea o muestras anticoaguladas con
heparina.* EVITAR EL EDTA.“ Los frotis de sangre deben tefiirse para detectar la actividad
enzimatica dentro de las 8 horas siguientes a su preparacion. Sin embargo, si esto no es posible,
la pérdida gradual de la actividad de la fosfatasa alcalina puede retrasarse mediante la fijacién y el
almacenamiento durante la noche en el congelador.* Las ldminas deben secarse al menos 1 hora
antes de la fijacion y 3 horas después de la fijacion antes de la congelacion.

Notas

Hay pocos datos sobre los compuestos que pueden interferir con la actividad de la fosfatasa alcalina
leucocitaria (LAPA). Se sabe que ciertos farmacos y otras sustancias influyen en la actividad de la
fosfatasa alcalina circulante.® Los anticonceptivos orales, el cortisol y el estrés pueden provocar un
aumento de la fosfatasa alcalina leucocitaria.®

Realizar el procedimiento utilizando controles positivos. Pueden obtenerse de pacientes con
leucocitosis piogénica, o de mujeres en el tercer trimestre del embarazo o durante los primeros
dias del puerperio. Las puntuaciones de la fosfatasa alcalina leucocitaria de estas personas suelen
ser superiores a 100. Se puede preparar un control negativo a partir de un frotis normal fijado
sumergiéndolo en agua hirviendo durante 1 minuto para inactivar la enzima. Las laminas de control
pueden conservarse hasta 1 afio si se almacenan fijadas, envueltas en Parafilm® a -70 °C. Estas
laminas deben secarse al aire al menos 1 hora antes de la fijacion y 3 horas después de la fijacion
antes de la congelacion.

Se recomienda encarecidamente que cada laboratorio establezca su propio intervalo esperado,
caracteristico para la poblacién local.

El procedimiento depende de la valoracion subjetiva de las células tefiidas. Esto puede dar lugar
a una amplia variacion de las clasificaciones obtenidas. La temperatura de la mezcla de reaccion
debe mantenerse entre 18-26 °C. Las temperaturas mas bajas daran lugar a puntuaciones
significativamente mas bajas. Por encima de los 30 °C, se produce un marcado aumento de la
actividad. Los eosindfilos no se tifien, pero pueden reconocerse por sus nucleos bilobulados y los
grandes granulos refractarios.

Procedimiento

1. Medir 48 ml de agua destilada en un recipiente adecuado y ajustar la temperatura a 18-26 °C.
2. Preparar la solucién de sal de diazonio:

Disolver el contenido de una capsula de sal Fast Blue RR en agua destilada (del paso 1).

Un agitador magnético puede ser util.

3. Afadir 2 ml de solucién alcalina de naftol AS-MX a la solucién de sal de diazonio diluida
(Paso 2). Mezclar.

4. Llevar la solucion fijadora a temperatura ambiente (18-26 °C). Fijar los portaobjetos
sumergiéndolos en la solucidn fijadora durante 30 segundos. Aclarar suavemente en agua
desionizada durante 45 segundos. No dejar que los portaobjetos se sequen.

5. Afadir los portaobjetos a la mezcla alcalina-tinte (del paso 3) e incubar a 18-26 °C durante
30 minutos. Proteger los portaobjetos sumergidos de la luz directa. Desechar la mezcla
alcalina-tinte después de su uso.

6. Después de 30 minutos, retirar los portaobjetos y enjuagarlos a fondo en agua desionizada
durante 2 minutos. No dejar que los portaobjetos se sequen.

7. Colocar los portaobjetos en solucion de hematoxilina de Mayer durante 10 minutos.

8. Aclarar los portaobjetos tefiidos, durante 3 minutos en agua desionizada. Esto dara lugar a
una tincién nuclear de color rojo violeta.

9. Evaluar al microscopio. Si se requiere un cubreobjetos, utilizar inicamente un medio de
montaje acuoso.

Caracteristicas de funcionamiento

Método de puntuacion

Examinar la Idmina (900X) y seleccione una zona fina en la que los eritrocitos apenas se toquen.

Los sitios de actividad de la fosfatasa aparecerdn como granulos azules. Seleccionar 100 granulocitos
neutréfilos consecutivos segmentados y en forma de cayado. Clasificar de 0 a 4+ en funcion de la
cantidad e intensidad del colorante precipitado en el citoplasma de estas células. Para conocer las
caracteristicas de la puntuacidn, consultar la tabla 1. La suma de las valoraciones de 100 células se
considera la puntuacion.

Tabla 1. Caracteristicas de la puntuacion*

Tinte azoico precipitado en el citoplasma
Clasificacion Cantidad** Tamafio del Intensidad de la Fondo del citoplasma
de las células (%) granulo tincion
0+ Ninguno - Ninguno Ninguno
1+ 50 Pequefio De débil De incoloro a rosa muy
a moderada palido o azul
2+ 50-80 Pequefio De moderada De incoloro a azul pélido
a fuerte
3+ 80-100 De mediano Fuerte De incoloro a azul pélido
a grande
4+ 100 De mediano Brillante No es visible
a grande

* La tabla 1 representa la modificacion de las observaciones realizadas por Kaplow.?
** Porcentaje del volumen del citoplasma ocupado por el precipitado de colorante azoico.

Para obtener la puntuacién de la actividad de la fosfatasa alcalina leucocitaria (LAPA), el nimero
de células contadas se multiplica por el valor de la clasificacidon celular. Estas cifras se suman para
obtener la puntuacion LAPA como se muestra en los siguientes ejemplos:

Clasificacion Puntuacién Puntuacion
de las células contada LAPA
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Total 100 67
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Valores esperados

Las siguientes puntuaciones se obtuvieron en Sigma-Aldrich para 20 personas normales. La sangre se
extrajo en tubos heparinizados y las laminas se prepararon en una hora.

Fast Blue RR
LAPA Media £ 1SD 96+44
Intervalo LAPA 52-140

Se obtuvieron los siguientes intervalos de puntuacion de esas 20 personas normales:

Fast Blue RR
32-182

Si los resultados observados varian de los esperados, pongase en contacto con el Servicio técnico de
Sigma-Aldrich.

Observaciones previstas

En los seres humanos, la actividad de la fosfatasa alcalina esta restringida a los granulocitos maduros
y cayados. Ocasionalmente puede observarse una débil tincion en los linfocitos. Los osteoblastos de la
médula 6sea y las células endoteliales se tifien en gran medida.

Se preparé una serie de portaobjetos con sangre obtenida de sujetos normales, mujeres en el Ultimo
trimestre del embarazo, pacientes en el posparto temprano y personas que presentaban una reaccion
leucemoide. Los controles negativos se prepararon mediante inactivacién por calor, tal como se ha
descrito. Se realizaron varias combinaciones de Fast Blue RR y contratinciones (solucion de azul de
metileno y solucion de hematoxilina de Mayer) en repeticion y se puntud el LAPA. Los valores obtenidos
en varios portaobjetos preparados en cada sujeto coincidian estrechamente y no parecian estar influidos
por la técnica de tincién/contratincion empleada. Por ejemplo, 7 frotis realizados con sangre de una
paciente prenatal arrojaron puntuaciones que oscilaban entre 235 y 269, con una media, una desviacion
estandar y un coeficiente de variacion de 255, 11,3 y 4,4 % respectivamente. Los controles negativos
revelaron una ausencia total de material tefiido.

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 Descripcién del Objetivo Especificidad ibilidad Especificidad ibilidad
cat. producto intraensayo intraensayo interensayo interensayo
Lugares de
FBS25 Sal Fast Blue RR actividad 3de3 3de3 3de3 3de3
Solucion alcalina
855  de fosfato naftol '-”9"."?; ge 3de3 3de3 3de3 3de3
AS-MX activida
Solucién de
MHS1  hematoxilina de Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3
Mayer
Solucién de
854C  concentrado de  -U93res de 3de3 3de3 3de3 3de3
citrato actividad

Advertencias y peligros

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

85L1:

b

H290 Puede ser corrosivo para los metales.

fp

H331 Téxico en caso de inhalacion.

P234 Conservar unicamente en el embalaje original.

P261 Evitar respirar nieblas o vapores.

P271 Utilizar Gnicamente en exteriores o en un lugar bien ventilado.

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

P390 Absorber el vertido para prevenir dafios materiales.

P403 + P233 Almacenar en un lugar bien ventilado. Mantener el recipiente herméticamente cerrado.

85L2:

e

H290 Puede ser corrosivo para los metales.

fp

H319 Provoca irritacién ocular grave.

H331 Toxico en caso de inhalacion.

P234 Conservar Unicamente en el embalaje original.

P261 Evitar respirar polvos/humos/gases/nieblas/vapores/aerosoles.
P264 Lavarse cuidadosamente la piel después de la manipulacion.
P271 Utilizar Unicamente en exteriores o en un lugar bien ventilado.

P304 + P340 + P311 EN CASO DE INHALACION: Transportar a la victima al exterior y mantenerla
€n reposo en una posicién confortable para respirar. Liamar 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, informelo 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

ul
()

&
A
l

Fabricante Numero de catélogo

Consultar instrucciones de uso

Cddigo de lote

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

Representante autorizado en la
Comunidad Europea/Unién Europea

q3

Dispositivo médico de diagndstico

Fecha de caducidad S
in vitro

Limite de temperatura Precaucion

@b [3

Fecha de fabricacion Importador

Representante autorizado en Suiza
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Informacion de contacto

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

Brugsanvisning

Alkalisk fosfatase-saet
til leukocytter

Procedure nr. 85

C€ SiGMa

Tilsigtet brug

Sigma-Aldrichs alkalisk fosfatase-saet er beregnet som en histologisk farvning til almindelig
laboratoriebrug. Alkalisk fosfatase-reagenser er udelukkende beregnet til professionel "in vitro-
diagnostisk brug". Denne manuelle, kvalitative, histokemiske procedure paviser alkalisk fosfatase-
aktivitet i leukocytter i blod- eller knoglemarvsfilm fra mennesker. Histologisk visualisering af
leukocyt-associeret alkalisk fosfatase er en unik teknik, som aktuelt finder bred anvendelse pa det
medicinske omréde.

11929 foreslog Kay fgrste gang tilstedeveerelsen af alkalisk fosfatase i leukocytter.! Forst mange ar
senere introducerede Kaplow dog en praktisk farvningsmetode til pavisning af leukocytenzymet.?
Kaplow brugte natrium-a-naphthylfosfat som substrat, Fast Blue RR som diazoniumsalt og
anbefalede en scoringsmetode til semikvantitative sammenligninger.2 Der blev 0gsa foreslet
forbedringer, som resulterede i god bevarelse af cellemorfologi. Efterfalgende blev a-naphthylfosfat
erstattet af naphthol-AS-fosfat. Det er vaerd at bemzerke, at der er fundet en god korrelation
mellem cytokemiske og biokemiske teknikker til analyse af alkalisk fosfataseaktivitet i leukocytter
(LAPA).3

Med Sigma-Aldrich-metoden bestemmes alkalisk fosfatase i leukocytter i blod- eller
knoglemarvsfilm, efter at de forsigtigt er blevet fikseret pe°1 objektglas. De fikserede film inkuberes
derefter i en oplgsning, der indeholder naphthol-AS-MX-fosfat. Som et resultat af fosfataseaktivitet
frigives naphthol-AS-MX og kobles gjeblikkeligt med et diazoniumsalt, hvilket danner et uoplgseligt,
synligt pigment pa steder med fosfataseaktivitet.

Reagenser

Fast Blue RR-salt (kat.nr. FBS25-10CAP)
Fast Blue, CI 37155, forvejede kapsler. Den faktiske vaegt pr. kapsel vil variere afhaengigt af
farvestof-lottet og er blevet optimeret efter analyse.

Alkalisk naphthol-AS-MX-fosfatoplgsning (kat.nr. 855-20ML)

Naphthol-AS-MX-fosfat, 0,25 % (vaegt/vol.), bufret ved pH 8,6, 25 °C. Fare. Forarsager
hudirritation. Forrsager alvorlig gjenirritation. Kan for8rsage irritation af luftvejene. Undgd
ind&nding af pulver/rog/gas/tdge/damp/spray. I TILFAELDE AF INDTAGELSE: Ring omgdende til en
GIFTINFORMATION eller en leege.

Mayers haematoxylinoplgsning (kat.nr. MHS1-100ML)
Haematoxylin, certificeret, 1 g/I, CI 75290, natriumiodat, 0,2 g/I, aluminiumammoniumhydroxid,
5 g/l, og stabilisatorer.

Koncentreret citratoplgsning (kat.nr. 854C-20ML)

Citronsyre-natriumcitrat, 1,5 mol/l. Fare. For8rsager hudirritation. Fordrsager alvorlig gjenskade.
Undg3 ind8nding af pulver/rgg/gas/t&ge/damp/spray. Kan for&rsage irritation af luftvejene.

Baer beskyttelseshandsker/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

Sezerlige materialer, som er pdkraevede, men ikke medfglger
e Scotts postevandserstatningskoncentrat, kat.nr. S5134
e Acetone, ACS-reagens

Opbevaring og stabilitet

Opbevar Fast Blue RR-salt under 0 °C. Opbevar alkalisk naphthol-AS-MX-fosfatoplgsning i keleskab
(2-8 °C). Reagenserne er stabile indtil udlgbsdatoen.

Opbevar Mayers hamatoxylinoplgsning ved stuetemperatur (18-26 °C) beskyttet mod lys.
Oplgsningen ma ikke returneres til den originale beholder efter brug i en Coplin-sk&l. Skal
kasseres, nar tiden til passende farvning overstiger den anbefalede tid i proceduren med mere
end 5 minutter.

Opbevar koncentreret citratoplgsning ved stuetemperatur (18-26 °C). Opbevar
citratarbejdsoplgsning i kgleskab (2-8 °C). Citratoplgsninger er egnede til brug ved fraveer af
mikrobiel vaekst.

Forberedelse

Fast Blue RR-salt, alkalisk naphthol-AS-MX-fosfatoplgsning og Mayers haematoxylinoplgsning
leveres klar til brug i proceduren.

Fremstil citratarbejdsoplgsning ved at fortynde 2 ml citratkoncentratoplgsning til 100 ml med
demineraliseret vand.

Fremstil fiksativoplgsning (citratbufret acetone, 60 %) ved at opvarme citratarbejdsoplgsning til
stuetemperatur (18-26 °C). Under konstant omrgring tilseettes 2 dele citratarbejdsoplgsning til
3 dele acetone. Bortskaf efter brug.

Arbejdsoplgsning af Scotts postevandserstatning fremstilles ved at fortynde 1 del Scotts
postevandserstatningskoncentrat med 9 dele demineraliseret vand.

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 hdndtere potentielt smittefarlige humane
prover, bruge mikroskoper og andet laboratorieudstyr og har en farveopfattelse og synsstyrke, som
ger dem i stand til at skelne mellem farver og andre genstande under et mikroskop.

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

Procedure

Prgveindsamling

Friske blod- eller knoglemarvsfilm eller prgver, som er antikoaguleret med heparin, kan bruges.*
UNDGR EDTA.* Blodudstrygninger skal farves for enzymaktivitet inden for 8 timer efter tilberedning.
Hvis dette ikke er muligt, kan gradvist tab af alkalisk fosfataseaktivitet dog forsinkes ved fiksering
og opbevaring natten over i fryseren.* Film skal tgrres mindst 1 time fgr fiksering og 3 timer efter
fiksering inden frysning.

Bemaerkninger

Der er mangel p8 data vedrgrende stoffer, der kan interferere med alkalisk fosfatase i leukocytter
(LAPA). Visse lzegemidler og andre stoffer er kendt for at pavirke cirkulerende alkalisk
fosfataseaktivitet.> Orale praeventionsmidler, cortisol og stress kan resultere i forhgjede scorer for
alkalisk fosfatase i leukocytter.®

Udfgr proceduren ved brug af positive kontroller. Disse kan f&s fra patienter med pyogen
leukocytose eller kvinder i tredje trimester af graviditeten eller i Igbet af de forste flere dage efter
fedslen. Scoren for alkalisk fosfatase i leukocytter fra disse personer overstiger normalt 100.

En negativ kontrol kan fremstilles ud fra en normal fikseret udstrygning ved at nedsaenke den i
kogende vand i 1 minut for at inaktivere enzymet. Kontrolfilm kan opbevares i op til 1 ar, hvis de
opbevares fikseret og indpakket i Parafilm® ved -70 °C. Disse film skal lufttgrre mindst 1 time inden
fiksering og 3 timer efter fiksering inden frysning.

Det anbefales kraftigt, at hvert laboratorium etablerer sit eget forventede omrade, der er
karakteristisk for den lokale population.

Proceduren afhaenger af subjektiv vurdering af farvede celler. Dette kan resultere i en bred variation
af opndede vurderinger. Reaktionsblandingens temperatur skal holdes mellem 18-26 °C. Lavere
temperaturer vil resultere i en vaesentligt lavere score. Over 30 °C vil der forekomme markante
stigninger i aktiviteten. Eosinofiler farves ikke, men kan genkendes p8 tofligede kerner og store
refraktile granula.

Procedure

1. Heeld 48 ml destilleret vand i en passende beholder, og juster temperaturen til 18-26 °C.
2. Forbered en diazoniumsaltoplgsning:

Oplgs indholdet af en kapsel med Fast Blue RR-salt i destilleret vand (fra trin 1).

En magnetomrgrer kan veere nyttig.

3. Tilszet 2 ml alkalisk naphthol-AS-MX-fosfatoplgsning til fortyndet diazoniumsaltoplgsning
(fra trin 2). Bland.

4. Bring fiksativoplgsningen til stuetemperatur (18-26 °C). Fikser objektglassene ved at
nedsaenke dem i fiksativoplgsning i 30 sekunder. Skyl forsigtigt i demineraliseret vand i
45 sekunder. Lad ikke objektglassene torre.

5. Anbring objektglassene i den alkaliske farvestofblanding (fra trin 3), og inkuber ved 18-26 °C
i 30 minutter. Beskyt de nedsaenkede objektglas mod direkte lys. Bortskaf den alkaliske
farvestofblanding efter brug.

6. Efter 30 minutter fjernes objektglassene og skylles grundigt i demineraliseret vand i

2 minutter. Lad ikke objektglassene tgrre.

Anbring objektglassene i Mayers haematoxylinoplgsning i 10 minutter.

8. Skyl de kontrastfarvede objektglas i 3 minutter i demineraliseret vand. Dette vil resultere i
rgdviolet nuklear farvning.

9. Evaluer mikroskopisk. Brug udelukkende vandige monteringsmedier, hvis daekglas er pakraevet.

N

Praestationskarakteristika

Scoringsmetode

Scan filmen (900X), og vaelg et tyndt omrade, hvor erytrocytterne naesten ikke rgrer hinanden.
Steder med fosfataseaktivitet vil fremstd som bl& granula. Vaelg 100 p& hinanden folgende
segmenterede og b&ndformede neutrofile granulocytter. Klassificer fra 0 til 4+ pd basis af
maengden og intensiteten af udfeeldet farvestof i cytoplasmaet i disse celler. Se tabel 1 vedrgrende
karakteristika for scoring. Summen af klassificeringen af 100 celler betragtes som scoren.

Tabel 1. Karakteristika for scoring*

Udfaeldet azofarvestof i cytoplasma
Cellekl M de** Gr lum- Farvningsintensitet

Baggrund for

sificering ("70) stgrrelse cytoplasma
0+ Ingen - Ingen Ingen
1+ 50 Lille Svag til moderat Farvelps til TEQEt
blegt bla
2+ 50-80 Lille Moderat til kraftig Farvelgs til blegt bld
3+ 80-100 Mellem til stor Kraftig Farvelgs til bl§
4+ 100 Mellem til stor Stralende Ikke synlig

* Tabel 1 repreesenterer andring af observationer foretaget af Kaplow.2?
** Procent af cytoplasmavolumen, der er optaget af azofarveudfaeldning.

Scoren for alkalisk fosfataseaktivitet i leukocytter (LAPA) opnds ved at multiplicere antallet af talte
celler med veerdien for celleklassificering. Disse tal laegges sammen for at opnd LAPA-scoren som
vist i folgende eksempler:

Celleklassificering Optalt score LAPA-score
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4

I alt 100 67
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Forventede vaerdier Hvis der er opstdet en alvorlig haendelse under brugen af dette produkt eller
Fglgende scorer blev opnet hos Sigma-Aldrich for 20 normale personer. Blod blev udtaget i som fglge af dets brug, skal det indberettes til producenten og/eller dennes
hepariniserede ror, og film blev fremstillet inden for en time. autoriserede repraesentant og til den nationale myndighed i brugerens land.

Fast Blue RR

LAPA-middelveerdi £1 SD 96+44

LAPA-omrade 52-140
Falgende scoringsomréder blev opnget fra disse 20 normale personer: Sym boldefinitioner

Fast Blue RR Symboler som defineret i EN ISO 15223-1:2021
32-182
. . . 3 o 3 N . ‘ Producent Katalognummer
Kontakt Sigma-Aldrich teknisk service for at fa assistance, hvis de observerede resultater afviger fra de
forventede resultater. EE] Se brugsanvisningen Batchkode
Autoriseret repraesentant i Den Europaeiske Unions
. Det Europeiske Fzellesskab/ C E overensstemmelseserklaering

Forventede observationer Den Europzeiske Union (defineret i IVDR 2017/746)

Hos mennesker er alkalisk fosfataseaktivitet begraenset til modne og b&ndformede granulocytter.
Der kan lejlighedsvist observeres svag farvning i lymfocytter. Knoglemarvs-osteoblaster og endotelceller
farves kraftigt.

Medicinsk udstyr til

Sidste anvendelsesdato in vitro-diagnostik

En raekke objektglas blev fremstillet under anvendelse af blod opndet fra normale forsggspersoner, /i’ Temperaturgreense

Forsigtig

kvinder i sidste trimester af graviditeten, tidlige postpartumpatienter og personer, der udviste en
leukaemoid reaktion. Negative kontroller blev fremstillet ved varmeinaktivering som beskrevet.
Forskellige kombinationer af Fast Blue RR- og kontrastfarvninger (methylenbl&t-oplgsning og Mayers
hamatoxylinoplgsning) blev udfgrt i replikat og LAPA-scoret. Veerdier opndet p flere objektglas, som

Fremstillingsdato Importgr

Angiver autoriseret repraesentant

blev fremstillet for hver forspgsperson, stemte ngje overens og syntes ikke at vare pvirket af den i Schweiz
anvendte farvnings-/kontrastfarvningsteknik. For eksempel gav 7 udstrygninger, som blev foretaget
med blod fra en praena;tal patient, scorer fra 235-269 med en gennemsnitlig standardafvigelse og Referencer
variationskoefficient pa henholdsvis 255, 11,3 og 4,4 %. Negative kontroller afslgrede et fuldstaendigt . " i X
fravaer af farvet materiale. 1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp
Pathol 10:253, 1929
- - e 2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphtase
AnalytISke praStatlonSkara kteristika activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955
Resultaterne for analyseydelsen for de givne tests, som blev udfert pa alle mélstrukturer, bekraefter 3. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann NY

100 % sensitivitet, specificitet og repeterbarhed. Acad Sci 155:911, 1968

4. Proposed Standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4, No 14,

Kat. Produktbeskrivelse Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet National Committee for Clinical Laboratory Standards
nr. inden for inden for mellem mellem L - . .
analyse analyse analyser analyser 5. \l(gl;r;(_l;;fé)l?f;sgtssgfl Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.
— ; :579-
FBS25 Fast Blue RR-salt Al;tg;:jt::s 3af 3 3af3 3af3 3af3 6. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, New Jersey,
Alkalisk naphthol- oo 1982, pp 248-250
855 fostataimaning steder 3af3 3af3 3af3 3af3 Kontaktoplysninger
Mayers hzematoxy- Bespg vores websted pad SigmaAldrich.com for at afgive en bestilling. G til siden for teknisk service pa
MHS1 linoplgsning Kerner 3af3 3af3 3af3 3af3 vores websted pd SigmaAldrich.com/techservice for at fa oplysninger om teknisk service.
Koncentreret citra-  Aktivitets- P A =
854C toplgsning steder 3af3 3af3 3af3 3af3 Revisionshistorik
Advarsler og farer Rev. 2.0 2014
Se sikkerhedsdatabladet og produktmaerkningen vedrgrende opdaterede risiko-, fare- eller Rev. 3.0 2016
sikkerhedsoplysninger.
Rev. 4.0 2023
85L1: - . i - :
Overfgrt til ny skabelon med nuvaerende branding. Specificeret til professionel brug
under tilsigtet brug og forsigtighedsregler. Revideret tilsigtet brug for at tilpasse til
IVDR-retningslinjer. Opdateret materialesikkerhedsdatablad til sikkerhedsdatablad.
& A"f@ Opdateret kontaktoplysninger. Fiernet instruks om at fglge CLSI vedrgrende

proveindsamling. Fjernet EN 980 og eendret til EN ISO 15223-1:2021 for symboler.

Tilfgjet kontaktoplysninger i tilfeelde af ugnskede haendelser. Fjernet reference nr. 4

og omnummereret referencerne. Tilfgjet en revisionshistoriktabel. Tilfgjet yderligere
fareerkleering for 854C-20ML og 855-20ML. Tilfgjet advarsler og farer. Tilfgjet

H290 Kan zetse metaller. information om repraesentant i Schweiz.

H331 Giftig ved indanding.

P234 Opbevares kun i originalemballagen.

P261 Undgd indanding af tage eller dampe.

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

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

P390 Absorber udslip for at undgd materielskade.
P403 + P233 Opbevares pa et godt ventileret sted. Hold beholderen taet lukket.
85L2:

L2 &3

H290 Kan eetse metaller.

H319 Fordrsager alvorlig gjenirritation. Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271

H331 Giftig ved ind&nding. St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

P234 Opbevares kun i originalemballagen. Darmstadt, Germany

P261 Undgd indanding af pulver/rgg/gas/t&ge/damp/spray. +1(314) 771-5765

. MDSS CH GmbH

P264 Vask huden grundigt efter brug. Laurenzenvorstadt 61

P271 Brug kun udendegrs eller i et rum med god udluftning. 5000 Aarau
Switzerland

P304 + P340 + P311 VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk luft og sgrg for,
at vejrtraekningen lettes. Ring til en GIFTINFORMATION/lzege. Forbogstavet M og Sigma-Aldrich er varemaerker tilhgrende Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland, eller deres
tilknyttede virksomheder. Alle andre varemaerker tilhgrer deres respektive ejere. Detaljerede oplysninger om

P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED @JNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. varemaerker kan indhentes via offentligt tilgeengelige ressourcer.

Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan ggres let. Fortsaet skylning. i . X
© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Bruksanvisning

Leukocyt-alkalisk fosfatas-sats

Forfarande nr. 85

Ce MILIPORE

Avsedd anvandning

Sigma-Aldrich alkaliska fosfatas-satser &r avsedda som histologisk fargning for allman
laboratorieanvéndning. Alkaliska fosfatas-reagenser &r endast avsedda for professionell “in vitro-
diagnostisk anvandning”. Det har manuella, kvalitativa och histokemiska forfarandet pavisar alkalisk
fosfatas-aktivitet i leukocyter i blod- eller benmargsfilmer fr&n manniskor. Histologisk visualisering av
leukocyt associerad med alkalisk fosfatas ar en unik teknik som fér narvarande ofta anvands inom
medicinska omréden.

Kay foreslog forst narvaron av alkalisk fosfatas i leukocyter ar 1929.! Men det var inte férrén manga
&r senare som Kaplow introducerade en praktisk fargningsmetod for att p&visa leukocytenzymer.?
Kaplow anvande natrium-a-naftylfosfat som substrat, fast bl& RR som diazoniumsalt och
rekommenderade en vérdesattningsmetod fér semikvantitativa jamférelser.2 Aven forbattringar
som ledde till god bevaring av cellmorfologi féreslogs. Darefter ersattes a-naftylfosfat med
naftol-AS-fosfat. Det &r vart att ndmna att en god korrelation mellan cytokemiska och biokemiska
tekniker for analys av aktivitet av alkalisk fosfatas i leukocyter (LAPA) har hittats.?

Med Sigma-Aldrich-metoden pévisas alkalisk fosfatas i leukocyter i blod- och benmérgsfilmer efter

att de forsiktigt fixerats pd objektglas. De fixerade filmerna inkuberas sen i en 16sning med
naftol-AS-MX-fosfatas. Som ett resultat av fosfatasaktivitet frigérs naftol-AS-MX och sammankopplas
direkt med ett diazoniumsalt, vilket bildar ett olosligt, synligt pigment pd platser med fosfatasaktivitet.

Reagenser

Fast Blue RR-salt (kat.-nr. FBS25-10CAP)

Fast Blue, C.I. 37155, forvagda kapslar. Faktisk vikt per kapsel varierar per fargamnesparti och har
optimerats genom analys.

Naftol-AS-MX-fosfat alkalisk I6sning (kat.-nr. 855-20ML)

Naftol-AS-MX-fosfat, 0,25 % (vikt/volym), buffrad vid pH 8,6, 25 °C. Fara. Orsakar hudirritation.
Orsakar allvarlig 6gonirritation. Kan orsaka irritation i luftvdgarna. Andas inte in damm/rék/gas/dimma/
&ngor/spray. VID SVALINING: Ring omedelbart till GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller lakare.

Mayers hematoxylinlésning (kat.-nr. MHS1-100ML)
Hematoxylin (certifierad), 1 g/I, C.I. 75290, natriumjodat, 0,2 g/I, aluminiumammoniumsulfat,
5 g/l, och stabiliseringsmedel

Citratkoncentrerad l6sning (kat.-nr. 854C-20ML)

Citronsyra-natriumcitrat, 1,5 mol/l. Fara. Orsakar hudirritation. Orsakar allvarliga égonskador.
Andas inte in damm/ri)'k/gas/dimma/%ngor/spray. Kan orsaka irritation i luftvdgarna. Anvand
skyddshandskar/skyddsglasdgon/ansiktsskydd.

Sarskilt materiel som krévs men inte tillhandahélls
e Scotts kranvattenersattning, koncentrat, kat.-nr. S5134
e Aceton, ACS-reagens

Férvaring och hallbarhet

Férvara Fast Blue RR-salt under 0 °C. Forvara naftol-AS-MX-fosfat alkalisk 16sning i kylsk&p
(2-8 °C). Reagensen &r stabil fram till utgdngsdatumet.

Férvara Mayers hematoxylinlésning tatt tillsluten i rumstemperatur (18-26 °C) skyddad frén ljus.
Hall inte tillbaka I6sningen i den ursprungliga behdllaren efter anvéndning i Coplin-burk. Kassera
nar tiden som kravs for ldamplig fargning éverskrider den tid som rekommenderas i férfarandet med
mer @n 5 minuter.

Forvara citratkoncentrerad 16sning i rumstemperatur (18-26 °C). Forvara verksam citratlésning i
kylsk8p (2-8 °C). Citratlosningar &r lampliga for anvandning i frénvaro av mikrobiell tillvaxt.

Beredning

Fast Blue RR-salt, naftol-AS-MX-fosfat alkalisk I6sning och Mayers hematoxylinlésning tillhandahdlls
klara att anvéanda i forfarandet.

Bered verksam citratlosning genom att spada ut 2 ml citratkoncentratlésning i 100 ml avjoniserat vatten.

For att bereda fixeringslosning (citratbuffrad aceton, 60 %) ska du varma verksam citratlésning
i rumstemperatur (18-26 °C). Under konstant omrérning ska du lagga till 2 volymer verksam
citratlésning i 3 volymer aceton. Kassera efter anvandning.

Verksam l6sning av Scotts kranvattenersattning bereds genom att spada 1 del Scotts
kranvattenersattningskoncentrat med 9 delar avjoniserat vatten.

Forsiktighetsdtgarder

Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik ar avsedda att anvéndas i klinisk
laboratoriemiljo. Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik ar endast avsedda att
anvandas av kvalificerad personal. Medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik frén
Sigma-Aldrich fér anvandas av laboratoriepersonal som &r utbildad i hantering av humanprover
som kan vara smittsamma, anvandning av mikroskop och annan laboratorieutrustning samt har
tillrackligt bra fargseende och synskarpa for att kunna urskilja farger och andra foremal under
mikroskop.

Folj sedvanliga forsiktighetsatgarder vid hantering av laboratoriereagenser. Kassera avfall i enlighet
med alla lokala, statliga, regionala och nationella bestémmelser.

Forfarande

Provtagning

Nytagna blod- eller benmaérgsfilmer eller prover som antikoagulerats med heparin kan anvéandas.*
UNDVIK EDTA.“ Blodutstryk bor fargas for enzymaktivitet inom 8 timmar efter preparering.

Om detta inte ar majligt kan gradvis forlust av aktivitet av alkalisk fosfatas fordréjas genom
fixering och férvaring éver natten i frys.* Filmer bér torka minst en timme fére fixering och

3 timmar efter fixering innan de fryses.

Anmarkningar

Det finns brist pa data gallande foreningar som kan stora aktiviteten av alkaliskt fosfatas i
leukocyter (LAPA). Vissa lakemedel och andra substanser ar kénda for att paverka aktivitet av
cirkulerad alkalisk fosfatas.® Orala preventivmedel, kortisol och stress kan resultera i forhéjda
varden av alkalisk fosfatas i leukocyter.®

Utfor forfarandet med positiva kontroller. Dessa kan insamlas frén patienter med pyrogenisk
leukocytos och kvinnor i graviditetens tredje trimester eller under de férsta dagarna efter
forlossningen. Varden for alkalisk fosfatas i leukocyter fran dessa personer ar vanligtvis Gver 100.
En negativ kontroll kan prepareras fran ett normalt fixerat utstryk genom att sénka ned det i
kokande vatten i 1 minut for att avaktivera enzymet. Kontrollfilmer kan bevaras i upp till 1 & om
de forvaras fixerade, inlindade i Parafilm® vid -70 °C. Dessa filmer bor lufttorka minst 1 timme fore
fixering och 3 timmar efter fixering innan de fryses.

Det rekommenderas starkt att varje labb etablerar sin egen forvantade intervall, karakteristisk for
den lokala befolkningen.

Forfarandet &r beroende av subjektiv bedémning av fargade celler. Detta kan resultera i stor
variation bland de bedémningar som gérs. Temperaturen pa reaktionsblandningen méste hallas
mellan 18-26 °C. Lagre temperaturer kommer leda till vasentligt lagre vérden. Over 30 °C kommer
en markant 6kning i aktivitet att ske. Eosinofiler fargas inte men kan kénnas igen p% sina tv%flikiga
karnor och stora refraktila granula.

Férfarande

1. Mat upp 48 ml destillerat vatten i en lamplig beh&llare och justera temperaturen till 18-26 °C.

2. Bered diazoniumsaltlésning:
Lés upp innehdllet i en Fast Blue RR-saltkapsel i destillerat vatten (fran steg 1). En magnetisk
omrorare kan vara hjalpsam.

3. Lagg till 2 ml naftol-AS-MX-fosfat alkalisk 16sning i utspadd diazoniumsaltiésning
(frén steg 2). Blanda.

4. L&t fixeringslésningen f& rumstemperatur (18-26 °C). Fixera objektglasen genom att doppa
i fixeringslosning i 30 sekunder. Skolj forsiktigt i avjoniserat vatten i 45 sekunder. L&t inte
objektglasen torka.

5. Léagg till objektglas till den alkaliska fargamnesblandningen (fr@n steg 3) och inkubera
vid 18-26 °C i 30 minuter. Skydda nedsénkta objektglas fr@n direkt ljus. Kassera alkalisk
fargamnesblandning efter anvéandning.

6. Efter 30 minuter ska du ta ut objektglasen och skélja ordentligt i avjoniserat vatten
i 2 minuter. L&t inte objektglasen torka.

7. Placera objektglas i Mayers hematoxylinldsning i 10 minuter.

8. Skolj motfargade objektglas i 3 minuter i avjoniserat vatten. Detta kommer leda till en
réd-lila kérnfargning.

9. Utvardera mikroskopiskt. Om téckglas behovs ska endast ett vattenbaserat
monteringsmedium anvandas.

Prestandaegenskaper

Varderingsmetod

Skanna filmen (900X) och vélj ett tunt omrade dar erytrocyter knappt rér varandra. Stéllen med
fosfatasaktivitet kommer synas som bld granula. Valj 100 segmentella och bandformiga neutrofila
granulocyter i fljd. Bedom frén 0 till 4+ baserat p8 kvantitet och intensitet av utféllt fargamne
inom cellernas cytoplasma. Fér egenskaper for vardebestammande ska du se tabell 1. Summan av
bedémningarna frén 100 celler anses vara vérdet.

Tabell 1. Egenskaper for virdebestammande*

Utfallt azofdrgdmne i cytoplasma

Cell- Méangd** Storlek pa Fargnings- Bakgrund av
bedomni (%) granula intensitet cytopl
0+ Ingen - Ingen Ingen
1+ 50 Liten Svag till medel Farglos till mycket blekt bl
2+ 50-80 Liten Medel till stark Farglos till blekt bld
3+ 80-100 Medium till stor Stark Farglos till bld
4+ 100 Medium till stor Mycket stark Ej synlig

* Tabell 1 visar modifieringar av observationer gjorda av Kaplow.??
** Procent av volymen cytoplasma som upptas av azofargamnesutfélining.

For att fa ett varde for alkalisk fosfatasaktivitet i leukocyter (LAPA) multipliceras det raknade
antalet celler med vardet fér cellbedémning. Dessa siffror laggs till for att f& LAPA-vérdet som visas
i foljande exempel:

Cellbedémning Rédknat varde LAPA-virde

0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Totalt 100 67

Forvantade varden

Foljande varden togs fram pa Sigma-Aldrich for 20 normala individer. Blod samlades in i
hepariniserade provrér och filmer bereddes inom en timme.

Fast Blue RR
LAPA Medelvarde + 1SD 96+44
LAPA-intervall 52-140
Féljande varden erholls frén de 20 normala individerna:
Fast Blue RR

32-182

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

Hos manniskor &r alkaliskt fosfatasaktivitet begrénsad till mogna och bandformiga granulocyter. Sporadisk
svag fargning kan observeras i lymfocyter. Benmargsosteoblaster och endotelceller fargas starkt.

En serie objektglas bereddes med blod som samlats in fr&n normala forskningspersoner, kvinnor

i graviditetens tredje trimester, nyligen forldsta patienter, och individer som uppvisade leukemoid
reaktion. Negativa kontroller bereddes genom vérmeavaktivering som beskrivet. Olika kombinationer av
Fast Blue RR och motfargning (metylenbldtt-I6sning och Mayers hematoxylinlésning) utférdes i replikat
och LAPA bedémdes. Vérden som erhdlls fran flera objektglas som bereddes frén varje forskningsperson
var nira dverensstammande och verkar inte ha paverkats av fargnings-/motfargningstekniken som
anvants. Till exempel gav sju utstryk med blod frdn en prenatal patient varden frén 235-269 med
medelvarde, standardavvikelse och variationskoefficient pa respektive 255, 11,3 och 4,4 %. Negativa
kontroller visade en fullstédndig avsaknad av féargat material.

Analytiska prestandaegenskaper

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

Kat.- Produktbeskriv- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. ning inom inom mellan mellan
analys analys analyser analyser
Aktivitets-
FBS25  Fast Blue RR-salt stallen 3av3 3av3 3av3 3av3
Naftol-AS-MX- -
855  fosfat alkalisk ~ AKivitets- 3av3 3av3 3av3 3av3
16sning
Mayers hematoxy- "
MHS1 linlésning Karnor 3av3 3av3 3av3 3av3
Citratkoncentrerad  Aktivitets-
854C l6sning stallen 3av3 3av3 3av3 3av3

Varningar och faror

Se sakerhetsdatabladet och produktmérkningen foér uppdaterad information om risker, fara och
sdkerhet.

85L1:

S

H290 Kan vara fratande pd metaller.

L

H331 Giftigt vid inandning.

P234 Forvara endast i originalférpackningen.

P261 Undvik att andas in dimma eller 5ngor.

P271 Anvand endast utomhus eller i ett valventilerat utrymme.

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

P390 Sug upp spill for att undvika materiella skador.
P403 + P233 Forvara pd en val ventilerad plats. Hall behdllaren tatt forsluten.

85L2:

S

H290 Kan vara fratande p& metaller.

3

H319 Orsakar allvarlig 6gonirritation.

H331 Giftigt vid inandning.

P234 Forvara endast i originalférpackningen.

P261 Andas inte in damm/rt’ik/gas/dimma/%ngor/spray.

P264 Tvatta huden noggrant efter hantering.

P271 Anvand endast utomhus eller i ett vélventilerat utrymme.

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

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

Om det har intraffat ett allvarligt tillbud medan denna enhet anvénts 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
Europeiska gemenskapen/
Europeiska unionen

EU-forsédkran om
overensstammelse (definieras i
IVDR 2017/746)

43

° Medicinteknisk produkt for in vitro-
g Utgangsdatum diagnostik
,ﬂ’ Temperaturgrans & Forsiktighet
dl Tillverkningsdatum % Importér

E Anger den auktoriserade

representanten i Schweiz
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Kontaktuppgifter

For att gora en bestélining besoker du var webbplats p& 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 Fosfatase alcalina
de leucocitos

Procedimento N.© 85
C€

Utilizagdo prevista

Os kits de fosfatase alcalina da Sigma-Aldrich destinam-se a ser utilizados como corantes
histoldgicos para uso geral em laboratério. Os reagentes de fosfatase alcalina destinam-se somente
a “Utilizagdo para diagndstico in vitro” por profissionais. Este procedimento histoquimico, qualitativo
e manual, destina-se a demonstrar atividade de fosfatase alcalina em leucécitos de sangue humano
ou peliculas de medula dssea. A visualizagdo histoldgica da fosfatase alcalina leucocitaria € uma
técnica Unica atualmente utilizada em medicina.

Em 1929, Kay sugeriu pela primeira vez a presenca da fosfatase alcalina em leucécitos.! Contudo,
s6 muitos anos mais tarde é que Kaplow introduziu um método pratico de coloragdo para
demonstrar a enzima leucocitaria.? Kaplow utilizou fosfato de a-naftil de sddio como substrato,
azul rapido RR como sal diazénico e recomendou um método de classificagdo para comparagdes
semiquantitativas.? Foram também sugeridas melhorias que resultaram numa boa preservagéo da
morfologia celular. Posteriormente, o fosfato de a-naftil foi substituido pelo fosfato de naftol AS.
De salientar que foi encontrada uma boa correlagdo entre as técnicas citoquimicas e bioquimicas
para a realizagdo de ensaios sobre a atividade da fosfatase alcalina leucocitaria (LAPA).?

Com o método da Sigma-Aldrich, a fosfatase alcalina leucocitaria é determinada em peliculas de
sangue ou medula dssea depois de serem gentilmente fixados nas laminas. As peliculas fixadas sdo
entdo incubadas numa solugdo contendo fosfato de naftol AS-MX. Como resultado da atividade da
fosfatase, o naftol AS-MX é libertado e imediatamente associado a um sal de diazénio, formando
um pigmento insoltvel e visivel nos locais de atividade da fosfatase.

Reagentes

Sal azul rapido RR (Cat. N.° FBS25-10CAP)
Azul répido, C.1. 37155, Cépsulas pré-pesadas. O peso real por capsula varia de acordo com o lote
do corante e foi otimizado por ensaio.

Solugéo alcalina de Fosfato de naftol AS-MX (N.° de cat. 855-20ML)

Fosfato de naftol AS-MX, 0,25% (p/v), tamponado a pH 8,6, 25 °C. Perigo. Provoca irritagdo
cutdnea. Provoca irritagdo ocular grave. Pode provocar irritagdo das vias respiratérias. Evitar
respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerosséis. EM CASO DE INGESTAO: Contacte
imediatamente um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.

Solugao de Hematoxilina de Mayer (Cat. N.© MHS1-100ML)
Hematoxilina, certificada, 1 g/I, C.I. 75290, iodato de sddio, 0,2 g/l, hidréxido de aluminio-amdnio,
5 g/l, e estabilizadores

Solugéo concentrada de Citrato (Cat. N.° 854C-20ML)

Acido citrico-citrato de sédio, 1,5 mol/I. Perigo. Provoca irritagdo cuténea. Provoca lesdes oculares
graves. Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois. Pode provocar irritacdo
das vias respiratorias. Usar luvas de protegdo/protegdo ocular/protegdo facial.

Materiais especiais necessarios mas ndo fornecidos

e Concentrado de substituto de dgua da torneira Scott, N.° de cat. S5134
e Acetona, Reagente ACS

Conservagao e estabilidade

Conservar o Sal azul réapido RR a uma temperatura inferior a 0 °C. Conservar a Solugdo alcalina
de fosfato de naftol AS-MX no frigorifico (2-8 °C). Os reagentes permanecem estdveis até a data
de validade.

Conservar a Solugdo de Hematoxilina de Mayer firmemente tapada a temperatura ambiente
(18-26 °C) e protegida da luz. N&o colocar a solugdo novamente no recipiente original apds a
utilizagdo numa jarra de Coplin. Eliminar quando o tempo necessario para obter uma coloragao
adequada exceder o tempo recomendado no procedimento em mais de 5 minutos.

Conservar a Solugdo concentrada de citrato a temperatura ambiente (18-26 °C). Conservar a
Solugdo de trabalho de citrato no frigorifico (2-8 °C). As solugbes de citrato sdo adequadas para
uso na auséncia de crescimento microbiano.

Preparacgdo
O Sal azul rapido RR, a Solugdo alcalina de Fosfato de naftol AS-MX e a Solugdo de Hematoxilina
de Mayer sdo fornecidos prontos a utilizar no procedimento.

Preparar a Solugédo de trabalho de Citrato diluindo 2 ml de Solug&o concentrada de Citrato em
100 ml de dgua desionizada.

Para preparar a Solugdo fixadora (acetona tamponada de citrato, 60%), Solugdo de trabalho de
Citrato quente a temperatura ambiente (18-26 °C). Com agitagdo constante, adicionar 2 volumes
de Solugdo de trabalho de Citrato a 3 volumes de acetona. Eliminar apés a utilizagdo.

A Solugdo de trabalho do Substituto de agua da torneira Scott é preparada diluindo 1 volume de
Concentrado de substituto de agua da torneira Scott em 9 volumes de agua desionizada.

Precaugdes

Estes DIV destinam-se a utilizag&o para diagnodstico 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 laboratdrio com formagdo 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

Pode utilizar peliculas de sangue fresco ou medula dssea ou amostras anticoaguladas com
heparina.* EVITAR UTILIZAR EDTA.* Os esfregagos de sangue devem ser corados para detetar a
atividade enzimatica dentro de 8 horas ap6s a preparagdo. No entanto, se tal ndo for possivel,

a perda gradual da atividade da fosfatase alcalina pode ser retardada por fixagdo e conservagédo
durante a noite no congelador.* As peliculas devem ser secas durante, pelo menos, 1 hora antes da
fixagdo e 3 horas apos a fixacdo antes do congelamento.

Notas

Ha uma escassez de dados relativos a compostos que possam interferir com a atividade da
fosfatase alcalina leucocitaria (LAPA). Sabe-se que determinados farmacos e outras substancias
influenciam a atividade da fosfatase alcalina em circulagdo.® Os contracetivos orais, o cortisol e o
stress podem resultar em classificagdes elevadas de fosfatase alcalina leucocitéria.®

Realizar o procedimento utilizando controlos positivos. Estes podem ser obtidos através de

doentes com leucocitose piogénica, ou de mulheres no terceiro trimestre de gravidez ou durante

os primeiros varios dias pds-parto. Geralmente, as classificagoes de fosfatase alcalina leucocitaria
destes doentes excedem 100. E possivel preparar um controlo negativo a partir de um esfregago
normal fixado, submergindo-o em agua a ferver durante 1 minuto para inativar a enzima. E possivel
conservar as peliculas de controlo até 1 ano se forem conservadas fixadas, envoltas em Parafilm®

a -70 °C. Estas peliculas devem ser secas ao ar, pelo menos, 1 hora antes da fixagdo e 3 horas apos
a fixagdo antes do congelamento.

Recomenda-se vivamente que cada laboratério estabelega o seu préprio intervalo esperado,
caracteristico da populagéo local.

O procedimento depende da classificagdo subjetiva das células coradas. Isto pode resultar numa
ampla variagdo das classificagdes obtidas. A temperatura da mistura de reagdo deve ser mantida
entre 18-26 °C. Temperaturas mais baixas resultam em classificagdes significativamente mais
baixas. Acima de 30 °C, ocorrem aumentos acentuados de atividade. Os eosindfilos ndo coram mas
podem ser reconhecidos por nucleos bilobados e granulos refratarios grandes.

Procedimento

1. Medir 48 ml de dgua destilada para um recipiente adequado e ajustar a temperatura
para 18-26 °C.

2. Preparar a Solugdo de Sal de diazénio:

Dissolver o contetdo de uma cépsula de Sal azul rapido RR em agua destilada (a partir do
Passo 1). Um agitador magnético pode ser Util.

3. Adicionar 2 ml de Solugdo alcalina de Fosfato de naftol AS-MX a Solugdo de Sal de diazénio
diluida (Passo 2). Misture.

4. Levar a Solugéo fixadora a temperatura ambiente (18-26 °C). Fixar as laminas submergindo-
as em Solug&o fixadora durante 30 segundos. Enxaguar suavemente em agua desionizada
durante 45 segundos. N&o permitir que as laminas sequem.

5. Adicionar ldaminas a mistura alcalino-corante (Passo 3) e incubar a 18-26 °C durante
30 minutos. Proteger as laminas imersas da luz direta. Eliminar mistura alcalino-corante apos
a utilizagdo.

6. Apds 30 minutos, remover as ldminas e enxaguar cuidadosamente em &gua desionizada
durante 2 minutos. Ndo permitir que as ldminas sequem.

7. Colocar as laminas na Solugdo de Hematoxilina de Mayer durante 10 minutos.

8. Enxaguar as laminas sujeitas a contracoloragdo, durante 3 minutos, em agua desionizada.
Isto resultara numa coloragdo nuclear vermelho-violeta.

9. Avaliar microscopicamente. Se for necessario utilizar lamelas, utilizar apenas um meio de
montagem aquoso.

Caracteristicas do desempenho

Método de classificacdo

Digitalizar a pelicula (900X) e selecionar uma area fina onde os eritrécitos mal se toquem. Os locais
de atividade da fosfatase surgem como granulos azuis. Selecionar 100 granulécitos neutrofilicos
segmentados e em forma banda consecutivos. Classificar de 0 a 4+ com base na quantidade e
intensidade do corante precipitado no citoplasma destas células. Consultar a Tabela 1 para obter as
caracteristicas da classificagdo. A soma das classificagdes de 100 células é considerada como

a pontuagao.

Tabela 1. Caracteristicas da classificagdo*

Corante azo precipitado no citoplasma
Classificagdo Quantidade** Tamanho do Intensidade da Fundo do
das células (%) granulo coloragao citoplasma

0+ Nenhum/a - Nenhum/a Nenhum/a
1+ 50 Pequeno Ténue a moderada | Incolor a azul muito claro
2+ 50-80 Pequeno Moderada a forte Incolor a azul claro
3+ 80-100 Médio a grande Forte Incolor a azul
4+ 100 Médio a grande Brilhante N&o visivel

* A Tabela 1 representa a modificagdo das observagdes feitas por Kaplow.??
** Percentagem do volume de citoplasma ocupado pelo corante azo precipitado.

Para obter a pontuagdo da atividade da fosfatase alcalina leucocitaria (LAPA), o nimero de células
contadas é multiplicado pelo valor da classificagdo das células. Estes valores sdo adicionados para
obter a classificagdo da LAPA, conforme apresentado nos seguintes exemplos:

Classificagdo das células Classificagdo contada Classificagdo da LAPA
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Total 100 67

Valores esperados

As seguintes classificagdes foram obtidas na Sigma-Aldrich para 20 individuos normais. O sangue
foi recolhido para dentro de tubos heparinizados e foram preparadas peliculas dentro de uma hora.

Azul rapido RR
Média da LAPA + 1SD 96+44
Intervalo da LAPA 52-140




2-PT

0 seguinte intervalo de classificagdes foi obtido através desses 20 individuos normais:

Azul rapido RR
32-182

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

Observacoes esperadas

Nos seres humanos, a atividade da fosfatase alcalina restringe-se aos granulécitos maduros e em forma
de banda. Ocasionalmente, pode observar-se uma coloragdo fraca nos linfocitos. Os osteoblastos de
medula éssea e as células endoteliais coram fortemente.

Uma série de laminas foi preparada utilizando sangue obtido de sujeitos normais, mulheres no Gltimo
trimestre de gravidez, doentes pds-parto precoces e individuos que exibiam uma reagdo leucemdide.

Os controlos negativos foram preparados por inativagdo por calor, conforme descrito. Varias
combinagdes de Azul rapido RR e contracoloragdes (Solugdo de Azul de metileno e Solugdo de
Hematoxilina de Mayer) foram realizadas em réplica e o LAPA classificou. Os valores obtidos em

varias laminas preparadas sobre cada individuo estavam em estreita concordancia e ndo pareciam
influenciados pela técnica de coloragdo/contracoloragdo utilizada. Por exemplo, 7 esfregagos feitos com
sangue de uma doente pré-natal produziram resultados entre 235 a 269 com uma média, desvio padréo
e coeficiente de variagdo de 255, 11,3 e 4,4% respetivamente. Os controlos negativos revelaram uma
auséncia completa de material corado.

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 Alvo Especificidade Sensibilidade Especificidade Sensibilidade
cat. do produto intr i intr i interensaio interensaio
Sal azul Locais de
FBS25 rapido RR atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
Solugdo
alcalina de  Locais de
855 Fosfato de atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
naftol AS-MX
Solugdo de
MHS1 hematoxilina  NUcleos 3de3 3de3 3de3 3de3
de Mayer
Solucgo Locais de
854C concentrada atividade 3de3 3de3 3de3 3de3
de Citrato

Avisos e Perigos

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

85L1:

b

H290 Pode ser corrosivo para os metais.

3

H331 Toxico por inalagdo.

P234 Mantenha sempre o produto na sua embalagem original.

P261 Evitar respirar as névoas ou vapores.

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

P304 + P340 + P311 EM CASO DE INALACAO: 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.

P390 Absorver o produto derramado a fim de evitar danos materiais.

P403 + P233 Armazenar em local bem ventilado. Manter o recipiente bem fechado.

85L2:

S

H290 Pode ser corrosivo para os metais.

H319 Provoca irritagdo ocular grave.

H331 Toxico por inalagdo.

P234 Mantenha sempre o produto na sua embalagem original.

P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.

P264 Lavar a pele cuidadosamente apds manuseamento.

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

P304 + P340 + P311 EM CASO DE INALAGAO: Retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e
manté-la numa posigdo que nao 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 lhe 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.

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

Fabricante Numero de catdlogo

Consultar as instrugdes
de utilizagdo

Caédigo do lote

Representante autorizado
na Comunidade Europeia/ C
Unido Europeia

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

Dispositivo médico para diagndstico

Data de validade .
in vitro

Limite de temperatura Atengéo

Data de fabrico
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€
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Indica o Representante Autorizado
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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.

Historico de revisdes

Rev. 2.0 2014
Rev. 3.0 2016
Rev. 4.0 2023

Transferéncia para novo modelo com a marca atual. Especificagdo para utilizagdo
profissional na utilizagdo prevista e nas precaugdes. Revisdo da utilizagdo prevista para
alinhamento com as diretrizes do regulamento relativo aos dispositivos médicos para
diagndstico in vitro (RDIV). Atualizagdo de Folha de Dados de Seguranga do Material
para Folha de Dados de Seguranca. Atualizagdo das informagdes de contacto. Remogao
da instrugd@o para seguir o CLSI na colheita de amostras. Remog&o da norma EN 980

e alteragdo para a norma EN ISO 15223-1:2021 nos simbolos. Adigdo de informagdes
de contacto em caso de eventos adversos. Remog&o da referéncia n.° 4 e renumeragao
das referéncias. Adigdo de uma tabela de historico de revisdes. Declaragdo de perigo
adicional para 854C-20ML e 855-20ML. Adigdo de Adverténcias e Perigos. Adicionadas
informagdes CH-REP.
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03dnyieg xpriong

KIT aAKaAIKNG pwo@aTaong
AEUKOKUTTAPWV

Aiadikaoia ap. 85

C€ SiGMa

Mpoopi1Zopevn xprion

Ta KIT aAKaAIKNG pwo@aTtaong Tng Sigma-Aldrich npoopifovTal wg IGTOAOYIKF XpWOn YEVIKAG
£pYAcTNPIAKNG XPNONG. Ta avTidpaatnpia aAKaAIKnG pwapaTacng npoopifovtal Hovo yia enayyeAuaTikn
«in vitro dIayVWaTIKr XpRon». AUTHA N KN autoparn, noioTIKn, IoToXNKIKN diadikagia avayvwpilel Tn
dpacTtnpIOTNTa TNG AAKAAIKNG GWOPATACNG 0TA AEUKOKUTTAPA OE PIAY avBp®MIVou aiatog r HUEAOU
TV 00TV. H IGTOAOYIKF ONTIKOMOINGN TNG OXETICOUEVNG HE Ta AEUKOKUTTapa aAKAAIKNG Gpuo@araong
gival Yia povadikn TEXVIKN MOU €Mi TOU NApOVTOG XPNOIMOMOIEITAl EUPEWG OTNV IATPIKN.

To 1929, o Kay unooTnpi&e yia npwTn (opa TNV napouacia aAkaAikng pwa@aTacng ota
AeukokUTTapa.! QoToc0o, POvo UaTEPa ano NoAAG Xpovia apyoTepa o Kaplow €10ryaye pia npakTikr
HEBOBO XpWaNG yia TV avayvmpion Tou eviUPou TwV AEUKOKUTTApwv.2 O Kaplow xpnaiponoinoe
a-va@OuAo-PWOPOPIKO VATPIO WG unoaTpwpa, fast blue RR wg aAag dialwviou Kal NpoTEIVE pia
HEBOBO BaBUOAOYNONG YIa NHINOCOTIKEG OUYKPIOEIG.2 ENiong, npoTtadnkav BeATIWOEIG MOU €iXav wg
anoTéAeopa TNV KaAn d1aTthpnon TnG KUTTApIkngG poppoAoyiag. Katoniv, To a-vagBulo-@wopopiko
avTikaTaoTabnke pe naphthol AS phosphate. Agilel va onpeiwBei 0TI éxel BpeBei KaAr cuaxETion
HETAEU KUTTApOXNKHIKQV Kal BIOXNHIK®V TEXVIKOV YIa TOV MNPOCdIOPICHO TNG dpaaTnpioTnTag Tng
AAKAAIKNG pWOPATACNG TWV AEUKOKUTTAapwv (LAPA).3

Me Tn péBodo Tng Sigma-Aldrich, n aAKaAikn pwoEATACN TWV AEUKOKUTTAPWY NpoadiopileTal o
HEUBPAVEG aiaTOG I HUEAOU TV 00TV apOU Hovigonoindolv fria O aVTIKEILEVOPOPOUG. =Tn
OUVEXEIQ, Ta Hovidonoinpéva GIAY enwadovTal oe diaAupa nou nepiéxel naphthol AS-MX phosphate.
QG anoTéAeopa TNG dpaaTnPIOTTAG TNG PWOPATAang, To naphthol AS-MX aneAeuBepmveTal Kai
apécwg npaypartonolei oUZeUEN pe eva aiag dialwviou, oxnuaTifovrag pia adiaAutn, opatr XpwaoTikn
oTa onpeia dpaoTnpIdTNTAG TNG PWOPATAONG.

AvTIdpaocThipia
‘AAag Fast Blue RR (Ap. kataAdyou FBS25-10CAP)

Fast Blue, C.I. 37155, Mpoduyiopéva kawdkia. To npaypatikd BApog ava Kaywakio Ba noikiAAel
avaloya Pe TNV napTida TnG XpWaTIKNAGKal EXel BeATIOTONOINBEI pECW doKIpaciag.

AAkaAiké diaAupa Naphthol AS-MX Phosphate (Ap. kataAdyou 855-20ML)

Naphthol AS-MX phosphate, 0,25% (w/v), puBuiouévo oe pH 8,6, 25 °C. Kivduvog. MpokaAei
£peBIOUO TOU dEppAToG. MpokaAei coBapd o@BaApIko epebioud. MNopei va NpokaAeoel epeBIoHO
TNG avanveuaTIkNG 0d0U. ANOPEUYETE va avanveeTe okovn/avabupidaoeig/agpia/oTayovidia/aTpols/
EKVELD‘L'\)HCITG. SE MEPINTQZH KATAMOZHZ: KaAéoTe apéowg To KENTPO AHAHTHPIAZEQN fy evav
yiaTpo.

AiaAupa aiparo§uAivng Mayer (Ap. katahoyou MHS1-100ML)
AipaTto&uAivn, migTonoinpévn, 1 g/L, C.I. 75290, 1wdikod varpio, 0,2 g/L, apyilio udpo&eidio Tou
appwviou,5 g/L, kai oTaBeponoinTég

Zupnukvepévo diaAupa KITpIkoU o&Eog (Ap. katahdyou 854C-20ML)

KITpIkd 0EU-KITPIKO vaTpio, 1,5 mol/L. Kivduvog. MpokaAei epeBiond Tou dépUatog. MpokaAei
goBapn o@BaApikn BAARN. ANOMEUYETE va avanveeTe okovn/avabupiaceig/agpia/oTayovidia/atpols/
EKVEQOUATA. MMOpEi va npokaAEel epeBIOPO TNG avanveuaoTikng 0doU. Na gopdaTe NpooTATEUTIKA
YyavTia/PWeéca aTopIknG NpoaTaaciag yia Ta pdria/To npdowno.

Eid1ka UAIKG nou anaiTouvTal aAAd dev napexovTai

e SupnUKVWEA UNOKATAoTaTou vepoU Bplong Scott, Ap. kaTaAdyou S5134
e AkeTOVN, avTidpacTtrpio ACS

®UAaEN kal oTaBepdTnTa

®dulaooeTe To GAag Fast Blue RR oe Beppokpacia kKaTw Twv 0 °C. ®UAACCETE To aAKaAIkod diaAupa
Naphthol AS-MX Phosphate oe wuyeio (2-8 °C). Ta avTidpacTnpia eival aTabepd Péxpr TNV
nuepopnvia Angne.

®uAaooeTe To dlAAupa aigaTo&UAivng Mayer pe To KandKl EpUNTIKA KAEIOTO, 0 Beppokpacia dwpaTiou
(18-26 °C), NpOCTATEUHEVO MO TO PWG. MNV ENICTPEPETE TO SIAAUNA OTOV APXIKO MEPIEKTN WETA TN
xprion o€ doxeio Coplin. AnoppiyTe 6Tav 0 XPOVOG MOU andITEITal yia TV KAaTAAANAN Xpwaon uneppaivel
TOV OUVIOTWHEVO XPOVO TNG d1adikaciag Kata nepioaoTepa anod 5 Aend.

DUAACOETE TO CUPNUKVWHEVO SIAAUKA KITPIKOU 0§€0G 0 Beppokpaaia dwpatiou (18-26 °C).
DUAACOETE TO KITPIKO dIAAUNA Epyaciag o€ wuyeio (2-8 °C). Ta KITpIka diaAlpaTa givar kaTaAAnAa
yia xprion anouaia PIKpoBIakng avanTugng.

Mapaokeun

To aAag Fast Blue RR, To aAkaAiko didAupa Naphthol AS-MX Phosphate kai To diaAupa
aipaTto§uAivng Mayer napéyovrail €Toiya yia Xpnon otn diadikaacia.

MNapaokeudaoTe KITPIKO dIGAUNA Epyaciag apaiwvovTag 2 mL CUPNUKVWHEVO SIAAUNA KITPIKOU 0EE0G
oe 100 mL anioviopévou vepou.

Fla TNV Napaockeun JovigonoinTikou dIaAlpaTog (aKETOVN WE KITPIKO pubuIoTIKO didAupa, 60%),
Beppavete To KITPIKO diaAupa epyaaiag oe Beppokpacia dwpaTiou (18-26 °C). Me cuvexn avadeuon,
nNpooBETTE 2 OYKOUG KITPIKOU SIaAUMATOG Epyaciag o€ 3 OYKOUG AKETOVNG. AMOPPIYTE PETA TN Xpraon.

To S1GAupa epyaciag unokataoTaTou vepol Bpuaong Scott napackeudleral apaibvovtag 1 dyko
GUHMUKVMUATOG UNOKATACTATOU VEPOU BpUongG Scott pe 9 GyKoug anioviopEVOU vepou.

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 deiypara nou Pnopei
va gival JOAUCPATIKA, va XPNOIKOMOIEI HIKPOOKOMIa Kal AANOV £pyacTnpiakd eE0NAICHO Kal JIaBETE!
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 1 €BVIKOUG Kavoviopoug.

Aladikacia

SuAhoyn delypaTwyv

MnopoUv va xpnoiponoin8ouv NpdcpaTa Napackeuaopeva GIAY aipaTtog f HUEAOU TwV 00T®V I deiypaTta
He nnapivn.* AMIO®YTETE To EDTA.* Ta enixpiopara aipgatog Ba npenel va Xpwuatifovral yia evQUUIKn
dpacTnpIOTNTa EVTOG 8 WPV HETA TNV NAPACKEUN. Q0TOC0, £V aUTO dev €ival duvaTo, n aTadiakn
anwAeia TNG dpacTnpEIOTNTAG TNG AAKAAIKNG PwOPATAcnG UNopei va kKaBuoTEPNOE! PE HoVIponoinan

Kal UAaEN kata Tn dIApKeIa TNG VUXTAG 0€ KaTaywukTn.* Ta GIAY Ba npénel va oTeyvwvovTal yia
ToUAayIoTov 1 wpa npiv and Tn HovIponoinon Kai 3 WPEG HETA TN HOVIHOMOINGn npiv and Tnv Katayugn.

2NHEIWOEIG

Yndapyouv noAU NeEPIOPICHEVA CTOIXEIA YIA TIG EVATEIG MOU PMOPEI va ENNPEACOUV Tn dpacTnpioTnTa
TNG AAKAAIKNG GwOoPaTacng Twv AEUKOKUTTApwv (LAPA). Opiopéva @apuaka kal GAAEG ouaieg ival
YVWOTO OTI ENNPeAlouv Tn dpaacTnpioTNTa TNG KUKAOPOPOUTag aAKaAIKnG pwoparaons.’ Ta anod Tou
OTOPATOG avTICUAANMTIKG, N KOPTICOAN Kal TO OTPEG UMOpPEi va 0dnyrnoouv o au&nuéveg BabuoAoyieg
AAKAAIKNG pWOPATACNG TWV AEUKOKUTTAPWYV.®

EkTeA€oTe TN diadikacia XpnoiponolmvTag BeTIKA UAIKG EAEyXoU. AUTA pnopouv va AngBouv

ano acBeveig PE MUOYEVH AEUKOKUTTAPWAON f} YUVAIKEG OTO TPITO TPIKNVO TNG EYKUMOOUVNG N

Katda Tn JIAPKEIQ TWV NPOTWY NHEPWV UETA TOV TOKETO. O BaBuoAoyieg aAKaAIKNAG pwapaTacng
AEUKOKUTTApWV anod autd Ta atopa ouvnbwg unepPaivouv 1o 100. 'Eva apvnTIKd UAIKO EAEyXOU
HMOpEi va NapackeuaaoTei and éva Kavoviko POVIPONOINKEVO enixpiopa, euRanTilovTdag To o Bpacto
VEPO yIa 1 AenTO WaTe va adpavonoindei To Eviupo. Ta @IAP EAEYXOU KnopoUv va diatnpnBolv £mG
Kal 1 €70G €av puAaxBoUv povigonoinyéva, Tuhiypéva oe Parafilm® otoug -70 °C. AUTA Ta QIAM
NPENEI va OTEYVMVOVTAl OTOV AEPA TOUAAXIOTOV 1 mpa mpiv and Tn Hovidonoinon Kai 3 Wpeg PETa Tn
Hovipgonoinan npiv ano Tnv Katayugn.

ZuvioTaTar avenipUAakTa kaBe epyacTipio va kaBopilel To SIkd Tou avauevopevo lpog, To onoio
€ival XapakTnpIaTIKO yia TOV TOMIKO NANBUaGHO.

H diadikacia e§apTatal and TNV UMOKEILEVIKN a§I0AOYNoN TwV XPWHATIOCHEVWV KUTTAPWY. AUTO
Hnopei va odnynoel og eupeia diakUpavon Twv agloAoynoewv nou AapBavovtai. H Beppokpaacia Tou
Weiypatog avtidpaong npenel va diatnpeital peta&u 18-26 °C. O1 xapnAdTepeg Beppokpaaieg 6a
£XOUV WG AMOTEAECHA ONUAVTIKA XaUNAOTEPEG BaBpoAoyieg. Mavw and Toug 30 °C, Ba gupavioTouv
a&loonpeiwTeG augnaeig oTn dpaaTnpioTnTa. Ta nwaoivoPiAa dev xpwuaTtifovral, aAAa pnopolv va
avayvwpioTouv ano Toug diAoBoug NUPRVEG Kai Ta peyala d1abAacTIKA KOKKid.

Aiadikaoia
1. MeTproTe 48 mL aneoTaypévou vepol o KaTaAANAO NEPIEKTN Kal puBuioTe Tn Beppokpaaia
aToug 18-26 °C.

2. MapaokeudacTe diaAupa alaTog dialwviou:
AIGAUCTE TO MEPIEXOHEVO EVOG Kawakiou aAaTog Fast Blue RR oe anegTaypévo vepd (and To
Brjpa 1). 'Evag payvnTikog avadeuTnpag Knopei va gival xproiyog.

3. TMpooBéaTe 2 mL aAkaAikd diaAupa Naphthol AS-MX Phosphate oTo apaiwpévo diaAupa ahatog
dialwviou (ano To Brjpa 2). Avapei&re.

4.  ®£pTe TO WoviponoinTiko diaAupa oe Beppokpacia dwpatiou (18-26 °C). MovidonoInoTe Tig
QVTIKEILEVOPOPOUG HE ELBANTION OE HOVIHOMOINTIKO didAupa yia 30 deuTepoAenTa. ZenAUVETE Nria
OE anioVIOWEVO VEPOD Yia 45 JeUTEPOAENTA. MNV APRVETE TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG VA OTEYVWOTOUV.

5. TpOCBECTE TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG OTO HEiyHa aAKAAIKNAG XpwoTIKAG (and To Bripa 3) kai
£NWACTE 0TOUG 18-26 °C yia 30 Aentd. MpooTaTeVETE TIG EUPANTICUEVEG AVTIKEINEVOPOPOUG
ano To Apeso NAIGKO GpWG. ANOPPIYTE TO WeiyHa aAKAAIKNG XPWOTIKNAG WETA TN Xpron.

6. MeTd and 30 AenTda, aQaipéCTE TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG Kal EEMAUVETE KAAG O€ AMIOVIOHEVO VEPO

yia 2 AenTa. Mnv a@nveTe TIG AVTIKEILEVOPOPOUG VA OTEYVWOTOUV.

ToMoBETNOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG OE dIGAUNA aipaTo&uAivng Mayer yia 10 AenTa.

ZenAUVETE TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG MOU £XOUV UMOCTEI avTiXpwaon yia 3 AenTa O€ anioviogévo

VEPO. AUTO Ba 0dNYNOEI GE NMUPNVIKA XPWON HE KOKKIVO 1WOEG,.

9. AElohoynoTe HIKpooKomika. Eav anarreital kGAuyn pPe kaAunTpida, XxpnoidonoinaTe povo
udaTika PEoA KAAUWNG.

XapakTnpioTika anédoong
Tpdnog BabBuoAodynong

ZapwoTe To GIAK (900X) kar eNIAEETE pia AENTH NEPIOXN OTNV onoia POAIG NOU akoupnouv Ta
gpuBpokUTTapa. Ta onpeia dpacTnpioTNTAG TNG PWoPaTaong Ba eppavifovral Pe Tn HOpPn UMAE
KOKKiwv. EMAEETE 100 diadoxika paBdonupnva Kal MoAUHOPPONUPNVa OUBETEPOPIAG KOKKIOKUTTAPA.
BaBpoAoynoTe ano 0 €wg 4+ pe BAon TNV NocoTNTA KAl TNV £VTACGN TNG KATABUBIOHEVNG XPWOTIKNG
HECQ OTO KUTTAPONAQOMA QUTWV TWV KUTTApWV. Ma Ta XapakTnpioTiKa TnG Babuoloyiag, avaTpeETe
aTov Mivaka 1. To aBpoiopa Twv agiohoynoewv 100 kKuTTapwy Bewpeital Babuoloyia.

@ N

Mivakag 1. XapakTnpioTika BadpoAoyiag*

KataBuBiopévn alwxpwaTiKh 0TO KUTTaponAacua

BaBpo- MoooTtnra** Méye0og ‘Evraon YnoBaBpo
Aoyia (%) KOKKiou Xpwong KUTTaponAaoparog
KUTTapou
0+ KaBohou - KaBohou KaBoAou
1+ 50 Mikpd Apudpr €wg péTpia AXPWHO EWG MOAU

anaAod pnie

2+ 50-80 Mikpo MéETpia €wg €vtovn | AXPWHO £wG anald HnAe

3+ 80-100 Meaaio £€wg ‘EvTovn AXPWHO EWG HNAE
peyalo

4+ 100 Meoaio £wg MoAU évTovn Mn opato
Heyaio

*0 ﬂlvuKuq 1 avTinpoowneUel ™mv Tpononoinon Twv nopampnosmv nou gyivav and Tov Kaplow.2?
** M0000TO OYKOU TOU KUTTAPONAAOWATOG Nou KataAapBaverar and ifnpa alwypwaoTiKG.

Ma va Angeei n Boepo)\oyla RUS épa(rrr]plommq ™mng (])\KCI)\IKI'](; PWoEaATaong Twv Aeumxuwapmv
(LAPA) o oplepog TWV Kunopmv nou peTpninkav no)\)\an)\omo(sml HE TNV TI|JI'] yia ™ BabpoAoyia
KUTTApou. AuToi ol apiBuoi npooTiBevTal yia va AngBei n BabpoAoyia LAPA onwg paiveral ota
akodAouBa napadeiypara:

BaBpoAoyia KaraperpnBsioa BaOpoAoyia
KUTTapOoU Badpoloyia LAPA

0 60 0

1+ 20 20

2+ 14 28

3+ 5 15

4+ 1 4
SUvoho 100 67

AVAHEVOUEVEG TIHEG
O1 akoAoubeg Babpoloyieg eAngOnoav otn Sigma-Aldrich yia 20 @ualoAoyikd atopa. H Afwn
aipaTog yIve Og NNApIvVIoPEVa owAnvapia kai Ta QIAY NapacKeEUAoTnNKav evrog Hiag wpac.

Fast Blue RR
Méoog 0pog LAPA 96+44
+ 1SD
Eupoc LAPA 52-140
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To ak6AouBo gUpog BaBpoAoyidv eAPBn and autd Ta 20 UCIOAOYIKA AToua:

Fast Blue RR
32-182

Edv Ta napatnpoupeva anoTeAEoPATa SiaQEPouV and Ta avapevVOUEVa, ENIKOIVWOVAOTE HE TNV TEXVIKN
unnpeaia TnG Sigma-Aldrich yia Bondeia.

AVAHEVOHEVEG NAPATNPIOEIG
STOUuG avBpwnoug, n dpacTnEIOTNTA TNG AAKAAIKNAC GWOoPATACNG NePIOPIlETal 0TA WPIKA Kal

0UdETEPOPIAG KOKKIOKUTTApA. MepIoTaciaka, Hnopei va napartnpeital acBevig xpwon ota AeppokuTrapa.

01 00TEOBAACTEG TOU HUEAOU TWV 00TAOV Kal Ta evdobnAiakd KUTTapa xpwuartidovral évrova.

MNapackeuAaTNKE WIa OEIPA AVTIKEIHEVOPOPWY XPNOIKOMNOIOVTAC aipa nou eAR®On and pualoAoyika
ATopa, YUVAIKEG OTO TEAEUTAIO TPIKNVO TNG EYKUPOOUVNG, AOBEVEIG KATA TNV NPWIKN NEPiodo WeETa

TOV TOKETO Kal aTopa nou eppavilav Aeuxaiposidn avTidpacn. O apvnTIKoi EAEYX0I NAPACKEUATTNKAV
UE Bgppikn adpavonoinon onwg neplypageral. EkteAéarnkav diagopol ouvduacpoi Fast Blue RR

Kal avTIXpwoewy (d1aAupa kuavol Tou peBuleviou kal diaAupa aipgato&uAivng Mayer) €ig dinAoUv

Kal BaBuoAoynBnke n LAPA. O1 TIUEG Nou eAR®ONoav oe MOAAANAEG AVTIKEILEVOPOPOUG MOU
NapackeuaoTnNKayv yia Kabe atopdo oxedOV GUVENINTAV Kal SEV GpAVNKAV va ennPealovTal and Tnv TEXVIKA
xpthonc/avnxpd)cnq nou xpncluonon‘]enxs. MNa napdﬁslvpa, oe 7 eNIXpioPaTa nou NapackeuaoTnKav
xpnonuon0|mVTaq aipa ano aoeavn Kara mv npoyevvnTIKn nepiodo doBnkav BabpoAoyieg nou
KUpCIIVOVTCIV anod 235-269 HE HEoN, TUMIKA anokAIon Kai UUVTE)\EOTI’] 5|C|Kupuvonc 255, 11,3 ka1 4,4%
avTioTolxa. ZToug apvnTikoUg eEAEyxXouG S1anioTaBNKe MAMPNG anousia XpwHATIOUEVOU UAIKOU.

XapakTnpioTika anédoong TnG avaiAuong

Ta anoTeAéopata anddoong TG avaiuong yia TiG dedopEVeG SOKIUATIEG MOU NMPaypaTonoinénkav o OAeg
TIG OTOXEUOMEVEG DOPEG, eNIBeBalwvouy TNV guaioBnaia, TNV 18IKOTNTA KAl TNV ENAVAANWINOTATA OE
nocooTo 100%.

Ap. Nepiypagn 2T10X0G EidikotnTa Euaicbnoia Eidikotnra EuaioBnoia
Kara- npoiovrog EVTOG TNG evroGTNG peTafl TV peTa&l TV
Adyou avaluong avdAuong avaAUcewv avaAUucEwV

Snueia
FBS25 'AAag Fast Blue RR  dpactnpio- 30103 3o0ta3 3ota3 30Ta3
™rag
AAKAAIKO SiGAupa Snueia
855 Naphthol AS-MX  dpacTnpio- 3 0ta 3 30ta3 3ota 3 30ra3
Phosphate TnTag
AiGAupa
MHS1 aigaTo§uAivng MNupnveg 3 0T1a 3 30ra3 3 0ra 3 30ra3
Mayer
SUPNUKVOHEVO Snueia
854C  diGAupa KITpIKOU  dpacTnpio- 3 ota 3 3ota 3 301a 3 301a3
0Egog nTag

MNMpo&1donoINoEIg KAl Kivduvol

AvaTpeETE 0TO AeATIO SEdOEVWV AOPAAEIag Kal otV €NICAPAVAN NPOIOVTOG YIa OMNOIETONMOTE
EVNHEPWHEVEG MANPOPOPIEG KIVOUVWY 1) aOPAAEIaG.

85L1:

b

H290 Mnopei va diaBpwoel PETAAAa.

H331 To&IkO O€ NePINTWON €10NVONG.

P234 Na diaTtnpeital povo oTnVv apxIkr ouokeuaaoia.

P261 AnogeUyeTe va avanveeTe otayovidia fj aTgoug.

P271 Na xpnaolponolgital HOVO € avoikTO i KaAG agpilOPEVO XWPO.

P304 + P340 + P311 ZE NEPINTQZH EISNNOHZ: MeTagépeTe Tov nabovTa aTov Kabapo aépa
Kal aQroTe TOV va §EKoUpacTei o€ oTaon nou dieukoAUvel TV avanvor). KaAéoTe To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo.

P390 =kounioTe TN XUMEVN NOCOTNTA YIA va NPOAABETE UNIKEG JNMIEG.

P403 + P233 AnoBnkeUeTal o kKaAd agpi{Opevo xwpo. Na diaTnpeiTal 0 NEPIEKTNG EPUNTIKA KAEIOTOG.

85L2:

b

H290 Mnopei va diaBpwoel HETAAAA.

3

H319 MpokaAei coPapo opBaApikd epeBIoPO.

H331 To&IkO 0g NeEPINTWON EI0NVONG.

P234 Na diatnpeital povo aTnv apyikr cuokeuacia.

P261 ANOpEeUYETE va avanveeTe okovn/avabupiaoeig/agpia/oTayovidia/aTuolc/ekvepmpaTa.
P264 MAUVETE TNV €MIdEPHiIda OXOAATTIKA HETA TOV XEIPIOHO.

P271 Na XpnoIHomnoIgiTal HOVO OE avoIKTO r) KAAG agpI{OMEVO XMPO.

P304 + P340 + P311 SE MEPINTQZH EISNNOHS: MeTapepeTe Tov nabovra atov kabapod agpa
Kal aproTe Tov va EekoupaaTei og aTAon nou dieukoAUvel TNV avanvor). KaAéote To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo.

P305 + P351 + P338 ZE MEPINTQZH EMA®HS ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO

yla apKeTa AenTda. Av UNApXouv (pakoi eNang, aPaipeaTe Toug, av gival EUKOAO. ZUVEXIOTE va
EenAeveTe.

Eav, kata Tn diapKeia TnG XpRong autolu Tou Bondnparog N wG anotéAsopa TnG
XPRong Tou, £Xe1 CUHBEI KaGNoIo coBapo NEPIOTATIKO, NAPAKAAEIOTE VO TO AVAPEPETE
OTOV KATAOKEUAOTH 1)/ Kal oToV €50UCI030TNHEVO AVTINPOCWNO TOU KAl 0TV €OVIKR
apxn TnG xwpag oag.

OpioHOoi CUHBOAWV
SUpBoAa dnwg opigovral oto EN ISO 15223-1:2021

N KaTtaokeuaoTtng

(L]

Rer]

Ap1Bp6G kaTahdyou

SUPPOUAEUTEITE TIG 0dNYieg Xprong ApiBuoOG napTidag

EE0U01080TNHEVOG VTINPOCWNOG
oTnv Eupwnaikn Koivotnrta/
Eupwnaikn ‘Evwon

ARAwON oUPPOPPWONG Eupwnaiknig
'Evwong (6nwg opileTal oTnv odnyia
IVDR 2017/746)

q3

In vitro diayvwoTikod
1aTPOTEXVOAOYIKO MPOioV

Huepopnvia Angng

Mpoaooxn

2 o)
,ﬂ’ ‘Oplio Beppokpaaciag &
& Huepopnvia napaywyng %

Elcaywyéag

YnodeikvUel Tov €60UCI050TNHEVO
E avTinpéowno otnv EABeTia
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MAnpoopieg enikoivmviag
Ma va kavete pia napayyeAia, napakahoUpe eNIOKEPBEITE Tov 10TOTONOG pag oTn dielBuvon

SigmaAldrich.com. Ma TeXvikn €5uNnNPETNaN, NAapakahoUPE ENIOKEPBEITE T oeAida TEXVIKNG
€EUNNPETNONG aTov 10TOTONG Hag aTn dielBuvan SigmaAldrich.com/techservice.
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Hasznalati utasitas

Leukocita alkalikus foszfataz
készlet

85. sz. eljaras

[vo] Cé€

Rendeltetésszerii hasznalat

A Sigma-Aldrich alkalikus foszfataz készlet altalanos laboratériumi felhasznaldsra szant szévettani
festék. Az alkalikus foszfatdz reagensek kizérolag professzionalis ,in vitro diagnosztikai
felhasznaldsra” szolgalnak. Ez a manualis, kvalitativ hisztokémiai eljarads kimutatja az alkalikus
foszfataz aktivitast az emberi vér- és csontvel6kenetekben 1évé leukocitdkban. A leukocitédkhoz
kapcsolddé aktivitdsat foszfatdz szovettani megjelenitése egy egyedulalld, az orvostudoményban
jelenleg altalanosan hasznalt technika.

Kay el6szor 1929-ben irt az alkalikus foszfataz leukocitdkban valé feltételezett jelenlétérdl.
Azonban csak sok évvel kés6bb, Kaplow vezetett be egy gyakorlati festési médszert a leukocitdban
1év6 enzim kimutatdsara.? Kaplow natrium-a-naftil-foszfatot hasznalt szubsztratként, Fast Blue RR-t
diazéniumsdként, és pontozasi mddszert javasolt a félkvantitativ 6sszehasonlitashoz.? Emellett a
sejtmorfoldgia jobb megdrzését eredményezé mddositasokat is javasolt. Ezt kovetéen az
a-naftil-foszfatot naftol-AS-foszfattal helyettesitették. Erdemes megjegyezni, hogy a leukocitakban
1évé alkalikus foszfataz aktivitasanak (LAPA) vizsgalatara alkalmazott citokémiai és biokémiai
technikak kézétt erds korrelaciot talaltak.?

A Sigma-Aldrich médszerével a leukocitak alkalikus foszfatazat vér- vagy csontvel6kenetekben
hatdrozzak meg, miutén azokat dvatosan targylemezekre fixaltdk. A fixalt keneteket ezutdn
naftol-AS-MX-foszfatot tartalmazé oldatban inkubaljak. A foszfatazaktivitds eredményeként a
naftol-AS-MX felszabadul, és azonnal a diazoniumsdhoz kétédik, oldhatatlan, Iathatd pigmentet
képezve a foszfatazaktivitas helyén.

Reagensek

Fast Blue RR s6 (kat. sz.: FBS25-10CAP)
Fast Blue, C.I. 37155, el6re lemért kapszuldk. A kapszulankénti tényleges tomeg a festék adott
tételétdl fliggben valtozik, és azt vizsgalattal optimalizaltak.

Naftol-AS-MX-foszfat alkalikus oldat (kat. sz.: 855-20ML)

Naftol-AS-MX-foszfat, 0,25% (w/v), 25 °C-on 8,6 pH-értékre pufferelve. Veszély. Borirrital6é hatasu.
Sulyos szemirritaciot okoz. Léguti irritaciot okozhat. Kertlje a por/flst/gaz/kéd/g6zok/permet
belélegzését. LENYELES ESETEN: Azonnal forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ vagy orvoshoz.

Mayer-féle hematoxilinoldat (kat. sz.: MHS1-100ML)
Tanusitott hematoxilin, 1 g/I, C.I. 75290; natrium-jodat, 0,2 g/I; aluminium-ammaonium-hidroxid,
5 g/l; és stabilizaloszerek

Citratkoncentratum (kat. sz.: 854C-20ML)

Citromsav - natrium-citrat, 1,5 mol/l. Veszély. Borirritald hatdsu. Sulyos szemkarosodast okoz.
Keriilje a por/flst/gaz/k6d/g6zok/permet belélegzését. Léguti irritaciot okozhat. Véddkesztyli/
szemvédd/arcvédd hasznalata kotelez6.

Szlikséges, de nem biztositott specialis anyagok

e Scott-féle csapviz-helyettesité koncentratum (kat. sz.: S5134)
e Aceton, ACS-reagensmindéség

Tarolas és stabilitas
A Fast Blue RR s6 0 °C alatt tarolandé. A naftol-AS-MX-foszfat alkalikus oldatot hitészekrényben
(2-8 °C) kell tarolni. A reagensek a lejarati datumig stabilak.

A Mayer-féle hematoxilinoldatot szorosan lezarva, szobahémérsékleten (18-26 °C), fényt6l védve
kell tarolni. Az oldatot nem szabad az eredeti tartalyba visszahelyezni a kiivettaban térténd
hasznélat utan. Dobja ki, ha a megfelel§ festéshez sziikséges id6 tébb mint 5 perccel meghaladja
az eljaras soran ajanlott id6t.

A citratkoncentratumot szobah6mérsékleten (18-26 °C) kell tarolni. A citrdtmunkaoldatot
hiitészekrényben (2-8 °C) kell tarolni. A citratoldatok mikrobialis névekedés hianyaban hasznalhatok.

El8készités
A Fast Blue RR s0, a naftol-AS-MX-foszfat alkalikus oldata és a Mayer-féle hematoxilinoldat
hasznélatra kész allapotban keril forgalomba.

A citratmunkaoldatot elkészitéséhez higitson 2 ml citrdtkoncentrdtumot 100 ml-re ioncserélt vizzel.

A fixald (citratpufferelt aceton, 60%) elkészitéséhez melegitse a citratmunkaoldatot
szobahémérsékletre (18-26 °C). Folyamatos keverés mellett adjon 2 térfogatrész
citrdtmunkaoldatot 3 térfogatrész acetonhoz. Hasznalat utan dobja ki.

A Scott-féle csapviz-helyettesité munkaoldatéanak elkészitéséhez higitson 1 rész Scott-féle
csapviz-helyettesitd koncentratumot 9 rész ioncserélt vizzel.

Ovintézkedések

Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkdzoket klinikai laboratériumi kérnyezetben térténd in
vitro diagnosztikai felhasznalasra szanték. Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkézoket csak
képzett szakemberek hasznalhatjak. A Sigma-Aldrich in vitro diagnosztikai eszkzoket olyan
laboratériumi személyzet Gzemeltetheti, akik képzettek az esetlegesen fert6z6 emberi mintak
kezelésére, mikroszkdpok és egyéb laboratdriumi berendezések hasznalataban, valamint kell6
szinérzékeléssel és latasélességgel rendelkeznek a szinek és egyéb targyak mikroszkop alatt
torténd megkulonboztetésére.

A laboratdriumi reagensek kezelése soran a szokasos 6vintézkedéseket kell kévetni. A hulladékot
a helyi, dllami, tartomanyi vagy nemzeti eléirasoknak megfelelen kell artalmatlanitani.

Eljaras

Mintavétel

Friss vér- vagy csontvel6kenetek vagy heparinnal antikoagulalt mintak hasznalhaték.* KERULIJE AZ
EDTA ALKALMAZASAT.* A vérkeneteket az elkészitést6l szamitott 8 6ran belll meg kell festeni az
enzimaktivitas tekintetében. Ha azonban ez nem lehetséges, az alkalikus foszfataz aktivitdsanak
fokozatos megsz(inését a fixalas és az éjszakan &t fagyasztva torténd tarolas késleltetheti.*

A keneteket a fixalds el6tt legaldbb 1 dréval, a fixalast kovetéen a fagyasztas elétt pedig

3 draval meg kell szaritani.

Megjegyzések

Kevés adat all rendelkezésre olyan vegyiiletekrdl, amelyek befolydsolhatjak a leukocitak alkalikus
foszfatdzanak aktivitasat (LAPA). Egyes gydgyszerekrdl és mas anyagokrol ismert, hogy hatéssal
vannak a kering6 alkalikus foszfataz aktivitdsara.> Az oralis fogamzasgatlok, a kortizol és a stressz
a leukocita alkalikus foszfatdz pontszamanak emelkedését eredményezheti.®

Végezze az eljarast pozitiv kontrollok alkalmazésaval. Ilyen mintékat piogén leukocitézisban
szenved6 betegektdl, illetve a terhesség harmadik trimeszterében vagy a sztilés utani els6é

néhany napon beliil 1évé n6ktdl lehet szerezni. Ezen személyeknél a leukocita alkalikus foszfatazra
vonatkozo értékek altalaban meghaladjak a 100-at. Egy normal fixalt kenetbdl Ggy készithetd
negativ kontroll, hogy az enzimet 1 percig forrasban 1év vizbe meriti az enzim inaktivalasahoz.

A kontrollkenetek 1 évig is meg6rizhetdk, ha fixalt allapotban, -70 °C-on Parafilm®-be csomagolva
taroljak Gket. Ezeket a keneteket a fixalds el6tt legalabb 1 drdval, a fixaldst kovetden a fagyasztas
el6tt pedig 3 6raval meg kell szaritani a levegdn.

Kifejezetten ajanlott, hogy minden laboratérium sajat, a helyi lakosséagra jellemzd, varhatd
tartomanyt hatarozzon meg.

Az eljaras a megfestett sejtek szubjektiv minGsitésétdl fligg. Ez a kapott mindsitések széles skalajat
eredményezheti. A reakcidelegy h6mérsékletét 18-26 °C kozott kell tartani. Az alacsonyabb
hémérséklet Iényegesen alacsonyabb pontszamot eredményez. 30 °C felett az aktivitds szamottevd
emelkedése tapasztalhatd. Az eozinofil sejtek nem fest6dnek, de felismerheték a kétkaréjos
sejtmagok és a nagy, fénytérést mutatd granulumok miatt.

Eljaras

1. Mérjen 48 ml desztillalt vizet egy megfeleld tartalyba, és allitsa a hémérsékletet 18-26 °C-ra.

2. Készitse el a diazéniumso oldatat:
Oldja fel egy Fast Blue RR sokapszula tartalmat ioncserélt vizben (1. 1épés). Ajanlott
magneses kever6t hasznalni.

3. Adjon 2 ml naftol-AS-MX-foszfat alkalikus oldatot a higitott diazoniumso-oldathoz (2. Iépés).
Keverje dssze.

4. Melegitse a fixalot szoba-hémérsékletlire (18-26 °C). Fixalja a targylemezeket
30 mésodpercig a fixaldba meritve. Oblitse 6ket évatosan ioncserélt vizben 45 masodpercig.
Ne hagyja, hogy a lemezek megszéradjanak.

5. Helyezze a targylemezeket az alkalikus festékkeverékbe (3. 1épés), és inkubalja Gket
18-26 °C-on 30 percig. Védje a bemeritett targylemezeket a kdzvetlen fénytdl. Hasznalat utan
az alkalikus festékkeveréket ki kell dobni.

6. 30 perc elteltével tavolitsa el a tdrgylemezeket, és alaposan &blitse 6ket ioncserélt vizzel
2 percig. Ne hagyja, hogy a lemezek megszéradjanak.

7. Helyezze a lemezeket Mayer-féle hematoxilinoldatba 10 percre.

8. Oblitse az ellenfestett targylemezeket 3 percig ioncserélt vizzel. Ez véros-lila sejtmagi
festédést fog eredményezni.

9. Végezze el a lemezek mikroszkdpos értékelését. Ha fed6lemezelés sziikséges, csak vizes
fed6kozeget hasznaljon.

Teljesitményjellemzok

A pontozas moédja

Vizsgélja meg a kenetet (900x), és valasszon ki egy vékony tertiletet, ahol az eritrocitak alig
érintkeznek. A foszfatazaktivitds helyei kék szemcsékként jelennek meg. Vélasszon ki 100 egymast
kovetd szegmentalt és szalagos neutrofil granulocitat. A kicsapddott festék citoplazmaban
megfigyelhetd mennyisége és intenzitdsa alapjan osztalyozza a sejteket 0 és 4+ kozott. A pontozasi
jellemzoket lasd az 1. tablazatban. A pontszam 100 sejt értékelésének dsszege.

1. tablazat Pontozasi jellemz6k*

A citoplazmaban kicsapodott azofesték
Sejt ér- Meny- Szemcseméret Festédés A citoplazma hattere
tékelése nyiség** intenzitasa
(%)
0+ Nincs - Nincs Nincs
1+ 50 Kicsi Halvany-kdézepes Szintelen vagy nagyon
halvany kék

2+ 50-80 Kicsi Kozepes-er6s Szintelen vagy halvanykék

3+ 80-100 Kbézepes-nagy Er6s Szintelen vagy kék

4+ 100 Kozepes-nagy Ragyogd Nem lathatd

* Az 1. tébldzat Kaplow megfigyeléseinek mddositdsat mutatja.??
** A citoplazma azofestékbdl képz6dott csapadék altal elfoglalt térfogatanak szazalékos aranya.

A leukocita alkalikus foszfatdz aktivitasi (LAPA) pontszam meghatarozasdhoz a megszamolt sejtek
szamat meg kell szorozni a sejtminGsitési értékkel. Ezeket a szamokat Gssze kell adni a
LAPA-pontszédm kiszamitasdhoz, amint azt az alabbi példdk mutatjak:

Sejt Osszeszamolt LAPA-
értékelése sejtek pontszam
pnn t

0 60 0

1+ 20 20

2+ 14 28

3+ 5 15

4+ 1 4
Osszesen 100 67

Vart értékek

A kévetkez6 pontszdmokat 20 egészséges egyénre vonatkozoan kaptak a Sigma-Aldrich vallalatnal.
A vért heparinnal kezelt csdvekbe vették le, keneteket pedig egy 6ran beliil készitettek.

Fast Blue RR
LAPA atlaga * 1 széras 96 + 44
LAPA-tartomany 52-140




2-HU

A kovetkezd pontszamtartomanyt a fent emlitett 20 egészséges személyre vonatkozoan kaptak:

Fast Blue RR
32-182

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

Varhat6é megfigyelések

Emberekben az alkalikus foszfatéz aktivitdsa az érett és a szalagszer( granulocitdkra korlatozodik.
A limfocitdkban esetenként gyenge festédés figyelheté meg. A csontveld oszteoblaszt sejtjei és az
endotélsejtek erdsen festédnek.

Tobb targylemezt készitettek egészséges alanyoktol, a terhesség utolsé harmadaban 1évé n6ktél, a
sziilés utani korai idGszakban 1év6 betegektdl és leukemoid reakciot mutaté személyektdl szarmazo
vér felhasznalasaval. A negativ kontrollokat a leirtak szerinti héinaktivéalassal készitették el. A Fast
Blue RR és az ellenfestések (metilénkékoldat és Mayer-féle hematoxilinoldat) kilonb6z6 kombinacidit
ismétlésekkel végezték el, és igy szamoltak a LAPA-pontszamot. Az egyes alanyok esetén elkészitett
tobb targylemezen kapott értékek szoros egyezést mutattak, és nem befolyasolta éket az alkalmazott
festési/ellenfestési technika. Példaul egy prenatalis betegt6l szarmazé vér felhasznalasaval készitett
7 kenet esetén 235-269 kozotti pontszédmot kaptak; az atlag 255, a széras 11,3 és a variacios
koefficiens 4,4% volt. A negativ kontrollok a fest6dott anyag teljes hidnyat mutattak.

Analitikai teljesitményjellemzok

Az adott tesztek analitikai teljesitményjellemzéi az 6sszes célstruktiran vizsgalva 100% érzékenységet,
specificitast és ismételhetGséget igazoltak.

Kat. Termékleiras cél Teszten Teszten Tesztek Tesztek
sz. beliili beliili érzé- kozotti kozotti ér-
specificitas kenység specificitds zékenység
FBS25  Fast Blue RR s6 Aﬁté‘l’;fs 33 3/3 33 33
Naftol-AS-MX- _—
855 foszfat alkalikus ~ AKUVvitas 3/3 3/3 3/3 3/3
helye
oldat
Mayer-féle y
MHS1 hematoxilinoldat Sejtmagok 3/3 3/3 3/3 3/3
Citrdtkoncent- Aktivitas
854C ratum helye 3/3 3/3 3/3 3/3

Figyelmeztetések és veszélyek

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

85L1:

b

H290 Fémekre korroziv hatasu lehet.

H331 Belélegezve mérgezd.

P234 Az eredeti csomagolasban tartandé.

P261 Kerllje a kod/g6zok belélegzését.

P271 Kizarolag szabadban vagy jol szell6z6 helyiségben hasznalhato.

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

P390 A kiomlétt anyagot fel kell itatni a kérulvevé anyagok karosodasanak megel6zése érdekében.

P403 + P233 4l szell6z6 helyen tarolandé. Az edény szorosan lezérva tartando.

85L2:

b

H290 Fémekre korroziv hatasu lehet.

H319 Sulyos szemirritaciot okoz.

H331 Belélegezve mérgezé.

P234 Az eredeti csomagolasban tartandé.

P261 Kerllje a por/fust/gaz/kod/géz6k/permet belélegzését.

P264 A hasznalatot kdvetden a bért alaposan meg kell mosni.

P271 Kizérdlag szabadban vagy jol szell6z6 helyiségben hasznalhatd.

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

P305 + P351 + P338 SZEMBE KERULES ESETEN: T6bb percig tarté 6vatos blités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék eltavolitdsa, ha kénnyen megoldhatd. Az 6blités folytatdsa.

Ha az eszk6z hasznalata soran vagy annak hasznalata kdvetkeztében silyos
baleset tortént, kérjiik, jelentse azt a gyarténak és/vagy meghatalmazott
képvisel6jének és a helyi nemzeti hatésagnak.

Jelmagyarazat
Az EN ISO 15223-1:2021 szabvanyban meghatérozott jelek
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Katalogusszam

Lasd a hasznalati utasitast Gyartasi tétel kddja

Meghatalmazott képviseld
az Eurdpai Kozosségben/
Eurdpai Unidban

Az Eurdpai Unié megfelel8ségi
nyilatkozata (az IVDR 2017/746
meghatarozésa szerint)
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E A svajci hivatalos képvisel6t jeldli
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Athelyezve az (j sablonba a jelenlegi mérkajelzéssel. A professzionalis hasznalatra
vonatkozé megallapités leirdsa a rendeltetésszer(i hasznélat és az dvintézkedések
részekben. A rendeltetésszer(i hasznalatra vonatkozo részek atdolgozasa az IVDR
irdnyelveknek valé megfelelés érdekében. Az Anyagbiztonsagi adatlap frissitése
Biztonsagi adatlapra. Az elérhetdségek frissitése. A mintagy(jtés soran a CLSI
kovetésére vonatkozd utasitds eltavolitasa. Az EN 980-as szabvany szerinti jelzések
eltavolitasa és az EN ISO 15223-1:2021 szabvany jelzéseire valtoztatdsa. A
nemkivanatos eseményekkel kapcsolatos elérhetdségek hozzaadasa. A 4. hivatkozas
eltéavolitdsa, és a hivatkozasok atszamozasa. Atdolgozasi elézménytéablazat hozzaadasa.
Kiegészité veszélyességi mondatok hozzaadasa a 854C-20ML és 855-20ML esetén.
Figyelmeztetések és veszélyek hozzdadasa. A CH-REP informaci6é hozzaadva.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 @ 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau
Switzerland
Az ,M” kezdébetli és a Sigma-Aldrich a Merck KGaA (Darmstadt, Németorszag) vagy leanyvallalatainak védjegyei.

Minden egyéb védjegy a megfelel§ tulajdonosok tulajdonat képezi. A védjegyekre vonatkozd részletes informaciok
nyilvdnosan hozzaférhet6 forrasokon keresztiil érhetdk el.

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

The life science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Navod k pouziti

Souprava pro leukocytarni
alkalickou fosfatazu

Postup C. 85

[vo] Cé€

Uréené pouziti

Soupravy Sigma-Aldrich alkalicka fosfataza jsou uréeny pro obecné laboratorni pouziti jako
histologické barvivo. Reagencie alkalické fosfatdzy jsou uréeny pouze pro profesionalni
"diagnostické pouziti in vitro". Tento manualni, kvalitativni, histochemicky postup prokazuje
aktivitu alkalické fosfatazy v leukocytech lidské krve nebo kostni dfené. Histologicka vizualizace
alkalické fosfatdzy asociované s leukocyty je unikatni technikou, kterd se v soucasnosti v mediciné
bézné pouziva.

V roce 1929 Kay poprvé zminil pfitomnost alkalické fosfatazy v leukocytech.! Nicméné az o mnoho
let pozd&ji Kaplow zaved! praktickou metodu barveni pro prokézani enzymu leukocytd.? Kaplow
pouzival jako substrat a-naftylfosfat sodny, Fast Blue RR jako diazoniovou siil a doporucil metodu
hodnoceni pro semikvantitativni srovnani.? Také navrhl zlep$eni vedouci k dobrému zachovani
bunécné morfologie. Nasledné byl a-naftylfosfat nahrazen naftol AS fosfatem. Je pozoruhodné,

Ze byla nalezena dobrd korelace mezi cytochemickymi a biochemickymi technikami pro stanoveni
aktivity alkalické fosfatazy leukocytl (LAPA).3

Metodou spole¢nosti Sigma-Aldrich se alkalické fosfatéza leukocytl stanovi v natérech krve nebo
kostni dfené po jejich mirném zafixovani na sklicka. Fixované natéry se poté inkubuji v roztoku
obsahujicim naftol AS-MX fosfat. V dlsledku aktivity fosfatézy se naftol AS-MX uvolni a okamzité
se spoji s diazoniovou soli a v mistech aktivity fosfatdzy vytvofi nerozpustny, viditelny pigment.

Cinidla

Sil Fast Blue RR (kat. ¢. FBS25-10CAP)

Fast Blue, C.I. 37155, pfedvazené tobolky. Skute¢nd hmotnost jedné tobolky se bude lisit podle
Cistoty $arze barviva a byla optimalizovéna na zékladé testd.

Alkalicky roztok naftol AS-MX fosfatu (kat. ¢. 855-20ML)

Naftol AS-MX fosfat, 0,25% (m/v), pufrovany pfi pH 8,6, 25 °C. Nebezpeci. Zplsobuje podrazdéni
kze. zplisobuje vazné podrazdéni o¢i. Mize zplisobit podrazdéni dychacich cest. Nevdechujte
prach / dym / plyn / mlhu / vypary / aerosol. PRI POZITf: Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE
INFORMACNI STREDISKO nebo Iékare.

Roztok hematoxylinu podle Mayera (kat. ¢. MHS1-100ML)
Hematoxylin, certifikovany, 1 g/l, C.I. 75290, jodi¢nan sodny, 0,2 g/I, hydroxid hlinito-amonny,
5 g/l, a stabilizatory

Koncentrovany roztok citratu (kat. ¢. 854C-20ML)

Kyselina citronova - citronan sodny, 1,5 mol/l. Nebezpedi. Zplisobuje podrazdéni kiize. Zplsobuje
vazné poskozeni oci. Nevdechujte prach / dym / plyn / mlhu / vypary / aerosol. Mize zplsobit
podrazdéni dychacich cest. Pouzivejte ochranné rukavice / ochranu oéi / ochranu obli¢eje.

Potfebné specialni materidly, které nejsou soucasti dodavky

o Scottlv koncentrat nahrazujici vodu z vodovodu, katalogové ¢&. S5134
e Aceton, ACS cinidlo

Skladovani a stabilita

Uchovéveite sl Fast Blue RR pri teploté do 0 °C. Uchovavejte alkalicky roztok naftol AS-MX fosfatu
v chladnicce (2-8 °C). Cinidla jsou stabilni do data spotfeby.

Uchovavejte roztok hematoxylinu podle Mayera pfi pokojové teploté (18-26 °C) a chrarite pred
svétlem. Roztok po pouziti v Coplinové nadobé nevracejte do plvodni naddoby. Pokud doba nezbytna
pro vhodné zbarveni prekro¢i dobu doporucenou v postupu o vice nez 5 minut, roztok zlikvidujte.

Uchovavejte koncentrovany roztok citratu pfi pokojové teploté (18-26 °C). Uchovavejte pracovni
roztok citratu v chladni¢ce (2-8 °C). Roztoky citratu jsou vhodné pro pouziti, pokud nedochazi k
mikrobialnimu rdstu.

PFiprava
Sl Fast Blue RR, alkalicky roztok naftol AS-MX fosfatu a roztok hematoxylinu podle Mayera jsou
pfipraveny k pouziti pfi postupu.

Pripravte pracovni roztok citratu zfedénim 2 ml roztoku koncentratu citratu 100 ml
deionizované vody.

Pro pfipravu fixacniho roztoku (aceton pufrovany ve fosfatu, 60%) zahfejte pracovni roztok citratu
na pokojovou teplotu (18-26 °C). Za stalého michani pfidejte 2 objemy pracovniho roztoku citratu
do 3 objem{ acetonu. Po pouziti zlikvidujte.

Pracovni roztok Scottovy nahrazky vody z vodovodu se pfipravi zfedénim 1 objemu Scottova
koncentratu nahrazujiciho vodu z vodovodu 9 objemy deionizované vody.

Bezpecnostni opatfeni

Tyto diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro jsou urceny pro diagnostické pouziti in vitro v
klinickém laboratornim prostfedi. Tyto diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro jsou urceny
pouze pro profesionalni pouziti kvalifikovanym personalem. Diagnostické zdravotnické prostfedky
in vitro Sigma-Aldrich mohou byt pouzivany laboratornimi pracovniky, ktefi jsou vyskoleni

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

PFi zachazeni s laboratornimi ¢inidly dodrZujte béZzna bezpecénostni opatfeni. Odpad zlikvidujte podle
vdech mistnich, regionélnich ¢ narodnich predpisd.

Postup

Odbér vzorkd

Lze pouzit Cerstvé natéry nebo vzorky krve nebo kostni dfené antikoagulované heparinem.*
VYHYBEIJTE SE EDTA.* Krevni natéry by mély byt obarveny pro zkoumani enzymatické aktivity do

8 hodin od pripravy. Pokud to v8ak neni mozné, miize byt postupna ztrata aktivity alkalické
fosfatdzy zpozdéna fixaci a uloZzenim pfes noc do mraznicky.* Natéry by mély byt vysuseny nejméné
1 hodinu pred fixaci a 3 hodiny po fixaci pfed zmrazenim.

Poznamky

Udaije o latkach, které mohou interferovat s aktivitou alkalické fosfatazy leukocytd (LAPA), jsou
omezené. O nékterych lécich a dalsich latkach je znamo, ze ovliviiuji aktivitu alkalické fosfatazy v
krevnim obéhu.® Peroralni antikoncepce, kortizol a stres mohou vést ke zvySenému skére alkalické
fosfatazy leukocytd.®

Provedte postup s pouzitim pozitivnich kontrol. Ty Ize ziskat od pacientl s pyogenni leukocytézou
nebo od Zen ve tietim trimestru téhotenstvi nebo béhem prvnich nékolika dndi po porodu. Skére
alkalické fosfatazy leukocytl u téchto osob obvykle presahuje 100. Negativni kontrolu Ize pFipravit
z normalniho fixovaného natéru ponofenim do vrouci vody po dobu 1 minuty, aby se enzym
deaktivoval. Kontrolni natéry Ize uchovavat az 1 rok, pokud jsou skladovany fixované, zabalené v
obalu Parafilm® pfi teploté -70 °C. Tyto natéry by mély byt vysuseny vzduchem nejméné 1 hodinu
pred fixaci a 3 hodiny po fixaci pred zmrazenim.

Dirazné se doporucuje, aby si kazda laboratoF stanovila vlastni o¢ekdvany rozsah charakteristicky
pro mistni populaci.

Postup zavisi na subjektivnim hodnoceni zbarvenych bunék. Vysledkem mize byt Siroka variabilita
ziskanych hodnoceni. Teplota reakéni smési musi byt udrzovana v rozmezi 18-26 °C. Nizsi

teploty budou mit za nasledek vyrazné nizsi skore. PFi teploté nad 30 °C dojde k vyraznému
zvysSeni aktivity. Eozinofily se nezbavuiji, ale Ize je rozpoznat podle dvoulalo¢nych jader a velkych
refraktilnich granuli.

Postup

1. Do vhodné nadoby odmérte 48 ml destilované vody a upravte teplotu na 18-26 °C.

2. Pripravte roztok diazoniové soli:

Obsah jedné tobolky soli Fast Blue RR rozpustte v destilované vodé (z kroku 1). S tim mlze
pomoci magnetické michadlo.

3. Do zfedéného roztoku diazoniové soli (z kroku 2) pridejte 2 ml alkalického roztoku naftolu
AS-MX fosfatu. Promichejte.

4. Fixacni roztok zahrejte na pokojovou teplotu (18-26 °C). Zafixujte sklicka ponofenim do
fixacniho roztoku na 30 sekund. Jemné oplachujte v deionizované vodé po dobu 45 sekund.
Nedovolte, aby skli¢ka vyschla.

5. PFidejte sklitka do smési alkalickych barviv (z kroku 3) a inkubujte 30 minut pfi teploté
18-26 °C. Ponorena sklicka chrarite pred pfimym svétlem. Smés alkalickych barviv po pouziti
zlikvidujte.

6. Po 30 minutéach sklicka vyjméte a diikladné oplachnéte v deionizované vodé po dobu 2 minut.
Nedovolte, aby skli¢ka vyschla.

7. Umistéte skli¢ka do roztoku hematoxylinu podle Mayera na dobu 10 minut.

8. Oplachnéte kontrastné barvena skli¢ka v deionizované vodé po dobu 3 minut. To bude mit za
nasledek cervené fialové zbarveni jader.

9. Mikroskopicky vyhodnotte. Pokud je vyzadovano kryci skli¢ko, pouzivejte pouze vodné
montazni médium.

Pracovni charakteristiky

Metoda hodnoceni

Naskenujte natér (900X) a vyberte tenkou oblast, kde se erytrocyty sotva dotykaji. Mista aktivity
fosfatdzy se objevi jako modré granule. Vyberte 100 po sobé jdoucich segmentovanych a pasovych
neutrofilnich granulocytl. Ohodnotte body od 0 do 4+ na zékladé mnozstvi a intenzity vysrazeného
barviva v cytoplazmé téchto bunék. Charakteristiky hodnoceni jsou uvedeny v tabulce 1. Soucet
hodnoceni 100 bunék je povaZzovan za skore.

Tabulka 1. Charakteristiky hodnoceni*

Vysrazené azobarvivo v cytoplazmé

Hodnoceni Mnozstvi** Velikost granuli Intenzita barveni Pozadi cytoplazmy
buriky (%)
0+ Zadné - Zadné Zadné
1+ 50 Malé Slabé az stfedni Bezbarvé az velmi svétle
modré
2+ 50-80 Malé Stiedni az silné Bezbarvé az svétle modré

3+ 80-100 Stiedni az velké Silné Bezbarvé az modré
4+ 100 Stredni az velké Brilantni Neni viditelné

* Tabulka 1 predstavuje Upravu pozorovani provedenou Kaplowem.23
** Procento objemu cytoplazmy obsazené srazeninou azobarviva.

Aby bylo mozné ziskat skére aktivity alkalické fosfatazy leukocytd (LAPA), pocet zapocitanych
bunék se vynasobi hodnotou pro hodnoceni bunék. Tyto hodnoty se sectou a ziskd se skdre LAPA,
jak je znazornéno v nasledujicich pfikladech:

Hodnoceni buiiky Poéitané skére Skére LAPA

0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4

Celkem 100 67

Oéekavané hodnoty

Nasledujici skére byla ziskédna ve spole¢nosti Sigma-Aldrich u 20 normalnich osob. Krev byla
odebrana do heparinizovanych zkumavek a natéry byly pripraveny do jedné hodiny.

Fast Blue RR
Primér LAPA + 1SD 96+44
Rozsah LAPA 52-140

U té&chto 20 normélnich jedincd byl ziskan nasledujici rozsah skére:

Fast Blue RR
32-182

Pokud se pozorované vysledky lidi od ocekévanych vysledkd, obratte se na technicky servis
spole¢nosti Sigma-Aldrich.
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Oéekavana pozorovani

U lidi je aktivita alkalické fosfatazy omezena na zralé a pasové granulocyty. V lymfocytech méize byt
obcas pozorovano slabé zbarveni. Osteoblasty kostni dfené a endotelialni buriky se barvi silné.

Série skli¢ek byla pripravena s pouzitim krve ziskané od normalnich subjektd, Zen v poslednim
trimestru téhotenstvi, ¢asnych poporodnich pacientd a osob vykazujicich leukemoidni reakci. Negativni
kontroly byly pfipraveny tepelnou inaktivaci dle popisu. Rizné kombinace Fast Blue RR a kontrastnich
barviv (roztok methylenové modfi a roztok hematoxylinu podle Mayera) byly provedeny replika¢né a
nasledné byla obodovéna LAPA. Hodnoty ziskané na nékolika sklickach pfipravenych pro kazdy subjekt
si téméF odpovidaly a nezdalo se, ze by byly ovlivnény pouzitou technikou barveni / kontrastniho
barveni. Napfiklad 7 natérd krve prenatalniho pacienta prineslo skére v rozmezi 235-269 s primérem,
smérodatnou odchylkou a variacnim koeficientem 255, 11,3 a 4,4 %. Negativni kontroly odhalily
naprostou absenci obarveného materialu.

Analytické pracovni charakteristiky

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

Kat. €. Popis produktu Cil Specificnost  Citlivost Specificnost  Citlivost
v ramci v ramci mezi mezi
testu testu testy testy
o Mista
FBS25  Sul Fast Blue RR aktivity 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Alkalicky roztok Mista
855 naftol AS-MX aktivit 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
fosfatu Y
Roztok
MHS1 hematoxylinu Jadra 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
podle Mayera
Koncentrovany Mista
854C roztok citratu aktivity 3ze3 3z3 3ze3 3ze3

Varovani a rizika

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

85L1:

S

H290 MiZe byt korozivni pro kovy.

3

H331 Toxicky pfi vdechovani.

P234 Uchovéavejte pouze v plivodnim obalu.

P261 Zamezte vdechovéni mlhy nebo vypard.

P271 Pouzivejte pouze venku nebo na dobfe vétraném misté.

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

P390 Absorbujte rozlité tekutiny, abyste zabranili poskozeni materialu.
P403 + P233 Skladujte na dobfe vétraném misté. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou.

85L2:

S

H290 MZe byt korozivni pro kovy.

3

H319 Zplsobuje vazné podrazdéni odi.

H331 Toxicky pfi vdechovani.

P234 Uchovaveijte pouze v plvodnim obalu.

P261 Nevdechujte prach / dym / plyn / mlhu / vypary / aerosol.
P264 Po manipulaci si dikladné omyijte pokozku.

P271 Pouzivejte pouze venku nebo na dobfe vétraném misté.

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

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 prostiedku nebo v diisledku jeho pouzZivani doslo
k zavazné nezadouci pfihodé, nahlaste to vyrobci a/nebo jeho autorizovanému
zastupci a vaSemu narodnimu afadu.

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

N Vyrobce

[E] Prectéte si Navod k pouziti

Katalogové cislo

Kéd sarze

Autorizovany zéstupce v Evropském

Prohlaseni o shodé s predpisy
spoleéenstvi / Evropské unii C E

Evropské unie (podle definice v
IVDR 2017/746)

Diagnosticky zdravotnicky
prostfedek in vitro

Datum spotfeby

Upozornéni

«
,ﬂ’ Teplotni limit
il

Datum vyroby Dovozce

A
®

Oznacuje autorizovaného zéstupce
ve Svycarsku

Reference

1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp
Pathol 10:253, 1929

2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphtase
activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955

3. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann NY
Acad Sci 155:911, 1968

4. Proposed Standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4, No 14,
National Committee for Clinical Laboratory Standards

5. Young DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.
1997;34(6):579-581

6. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, New Jersey,
1982, pp 248-250

Kontaktni informace

Chcete-li podat objednavku, navstivte nase webové stranky na SigmaAldrich.com. Technicky servis
naleznete na strankach technického servisu na nasi webové strénce SigmaAldrich.com/techservice.
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Rev. 4.0 2023

Preneseno do nové Sablony s aktudinim znacenim. Urceno pro profesionalni pouziti

v radmci uréeného pouZziti a bezpec¢nostnich opatfeni. Revidované uréené pouziti

k dosazeni souladu s pokyny IVDR. Aktualizovany bezpecnostni list materialu k
bezpecnostnimu listu. Aktualizované kontaktni informace. Odstranén pokyn k dodrzeni
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Pfidana doplrikova véta o nebezpecnosti pro 854C-20ML a 855-20ML. Pfidana varovani
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Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271
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Bruksanvisning

Leukocytt alkalisk fosfatase-sett

Prosedyre nr. 85

q3 MIiIWLPORR

Tiltenkt bruk

Sigma-Aldrich alkalisk fosfatase-sett er ment 8 vaere en generell histologisk fargelgsning for bruk

i et laboratorium. Alkalisk fosfatase-reagenser er bare for profesjonell "in vitro-diagnostisk bruk".
Denne manuelle, kvantitative og histokjemiske prosedyren demonstrerer alkalisk fosfatase-aktivitet
i leukocytter i blod- eller benmargsfilmer fra mennesker. Histologisk visualisering av leukocytt-
forbundet alkalisk fosfatase er en unik teknikk som ofte brukes innen medisin.

11929 foreslo Kay for forste gang tilstedeveerelsen av alkalisk fosfatase i Ieukocytter1 Det tok
imidlertid mange &r far Kaplow introduserte en praktisk fargemetode for & pavise leukocyttenzymet.?
Kaplow brukte natrium-a-naftylfosfat som substrat, Fast Blue RR som diazoniumsalt og anbefalte

en skéringsmetode for semikvantitative sammenligninger. Det ble ogsé foreslatt forbedringer som
resulterte i god bevaring av cellemorfologi. a-naftylfosfat ble deretter erstattet med naftol-AS-fosfat.
Det er verdt 8 merke seg at det er funnet en god korrelasjon mellom cytokjemiske og biokjemiske
teknikker for 8 analysere aktiviteten av alkalisk fosfatase i leukocytter (LAPA).?

Med Sigma-Aldrich-metoden blir alkalisk fosfatase i leukocytter bestemt i blod- eller
benmargsfilmer etter at de er forsiktig festet til objektglass. De fikserte filmene inkuberes deretter
i en lgsning som inneholder naftol-AS-MX-fosfat. Som et resultat av fosfataseaktivitet blir naftol
AS-MX frisatt og umiddelbart koblet til et diazoniumsalt, og danner et ulgselig, synlig pigment p&
steder med fosfataseaktivitet.

Reagenser

Fast Blue RR-salt (kat.nr. FBS25-10CAP)
Fast Blue, C.I. 37155, forhdndsveide kapsler. Den faktiske vekten til hver kapsel varierer ut fra
fargestoffparti, og har blitt optimert av analysen.

Alkalisk naftol-AS-MX-fosfatatlgsning (kat.nr. 855-20ML)

Naftol-AS-MX-fosfat, 0,25 % (vekt/volum), bufret ved pH 8,6, 25 °C. Fare. Irriterer huden.

Gir alvorlig gyeirritasjon. Kan for&rsake irritasjon av luftveiene. Unngd inndnding av stev/rgyk/gass/
t?ake/damp/aerosoler. VED SVELGING: Kontakt umiddelbart et GIFTINFORMASJONSSENTER / en lege.

Mayers hematoksylinlgsning (kat.nr. MHS1-100ML)
Hematoksylin, sertifisert, 1 g/l, C.I. 75290, natriumjodat, 0,2 g/I, aluminiumsammoniumhydroksid,
5 g/l og stabiliseringsmidler

Sitratkonsentratlgsning (kat.nr. 854C-20ML)

Sitronsyre-natriumsitrat, 1,5 mol/l. Fare. Irriterer huden. Gir alvorlig syeskade. Unng8 innénding av
stov/royk/gass/take/damp/aerosoler. Kan forérsake irritasjon av luftveiene. Benytt vernehansker/
gyevern/ansiktsvern.

Spesielle materialer som kreves, men som ikke medfglger

e Scotts konsentrat til kranvannserstatning, katalognr. S5134
e Aceton, ACS-reagens

Oppbevaring og stabilitet

Oppbevar Fast Blue RR-salt under 0 °C. Oppbevar alkalisk naftol-AS-MX-fosfatlgsning i kjsleskap
(2-8 °C). Reagenser er stabile frem til utlgpsdatoen.

Oppbevar Mayers hematoksylinlgsning godt lukket i romtemperatur (18-26 °C) beskyttet mot lys.
Lgsningen mé ikke helles tilbake i originalbeholderen etter bruk i en Coplin-beholder. Kasser nar
tiden som kreves for egnet farging overskrider tiden som er anbefalt i prosedyren med mer enn

5 minutter.

Oppbevar sitratkonsentratlgsning i romtemperatur (18-26 °C). Oppbevar arbeidslgsning i kjoleskap
(2-8 °C). Sitratlgsninger er egnet for bruk ved fraveer av mikrobiell vekst.

Fremstilling

Fast Blue RR-salt, alkalisk naftol-AS-MX-fosfatlgsning og Mayers hematoksylinlgsning leveres klare
til bruk i prosedyren.

Fremstill sitratarbeidslgsningen ved & fortynne 2 ml sitratkonsentratigsning med 100 ml avionisert
vann.

For & fremstille fikseringslgsning (sitratbufret aceton, 60 %) varmer du opp sitratarbeidslgsning
til romtemperatur (18-26 °C). Tilsett 2 volum med sitratarbeidslgsning i 3 volum aceton under
konstant omrgring. Kasser etter bruk.

Scotts arbeidslgsning til kranvannserstatning fremstilles ved & fortynne 1 volum med Scotts
konsentrat til kranvannserstatning med 9 volum med avionisert vann.

Forsiktighetsregler

IVD-ene inkludert i dette settet er beregnet for in vitro-diagnostisk bruk i et klinisk laboratoriemiljg.
Disse IVD-ene er kun for profesjonell bruk av kvalifisert personell. Sigma-Aldrich-IVD-er kan
betjenes av laboratoriepersonell som er oppleert i & hdndtere humane prgver som kan vare
smittsomme, bruke mikroskoper og annet laboratorieutstyr og som har fargeoppfatning og
synsskarphet for & skille farger og andre elementer under et mikroskop.

Normale forsiktighetsregler for hdndtering av laboratoriereagenser bgr fglges. Avfall m kastes i
samsvar med alle lokale, statlige, provinsielle eller nasjonale forskrifter.

Prosedyre

Prgvetaking

Ferske blod- eller benmargsfilmer eller prgver som er antikoagulert med heparin, kan brukes.*
UNNGRA EDTA. Blodutstryk skal farges for enzymaktivitet innen 8 timer etter fremstilling. Hvis dette
ikke er mulig, kan det gradvise tapet av alkalisk fosfatase-aktivitet forsinkes ved hjelp av fiksering
og oppbevaring over natten i fryseren.* Filmer skal tgrkes minst 1 time fgr fiksering og 3 timer etter
fiksering for nedfrysing.

Merknader

Det finnes lite data angdende forbindelser som kan forstyrre aktiviteten av alkalisk fosfatase i
leukocytter (LAPA). Visse legemidler og andre stoffer er kjent for & pavirke aktiviteten av sirkulerende
alkalisk fosfatase.5 P-piller, kortisol og stress kan gke skarene av alkalisk fosfatase i leukocytter.®

Utfor prosedyren ved bruk av positive kontroller. Disse kan hentes fra pasienter med pyogen
leukocytose eller hos gravide kvinner i tredje trimester eller de forste dagene etter fgdselen.
Skar av alkalisk fosfatase i leukocytter fra disse personene er som regel over 100. En negativ
kontroll kan fremstilles fra et vanlig fiksert utstryk ved & dyppe den i kokende vann i 1 minutt for
& inaktivere enzymet. Kontrollfilmer kan bevares i opptil 1 ar hvis de oppbevares fiksert, pakket

i Parafilm® ved -70 °C. Disse filmene bgr lufttgrkes minst 1 time for fiksering og 3 timer etter
fiksering for frysing.

Det anbefales sterkt at hvert laboratorium oppretter sitt eget forventede omréde som er
karakteristisk for den lokale populasjonen.

Prosedyren avhenger av subjektiv vurderlng av fargede celler Dette kan resultere i at sveert ulike
variasjoner oppnas. Temperaturen pa reakSJonsbIandlngen ma holdes mellom 18-26 °C. Lavere
temperaturer vil resultere i betydelig lavere skar. Over 30 °C gker aktiviteten betydelig. Eosinofiler
farges ikke, men kan gjenkjennes av lappedelte kjerner og store refraktile granuler.

Prosedyre

1. Mal opp 48 ml destillert vann i en egnet beholder og juster temperaturen til 18-26 °C.

2. Fremstill diazoniumsaltlgsning:
Lgs opp innholdet i én Fast Blue RR-saltkapsel i destillert vann (fra trinn 1). En magnetrgrer
kan veere nyttig.

3. Tilsett 2 ml alkalisk naftol-AS-MX-lgsning i fortynnet diazoniumsaltlgsning (fra trinn 2). Bland.

4. Romtemperer (18-26 °C) fikseringslgsningen. Fikser objektglass ved 8 senke dem ned i
fikseringslgsning i 30 sekunder. Skyll varsomt i avionisert vann i 45 sekunder. Objektglassene
skal ikke lufttgrkes.

5. Plasser objektglassene i alkalisk fargestoffblanding (fra trinn 3) og inkuber ved 18-26 °C
i 30 minutter. Blgtlagte objektglass skal beskyttes mot direkte lys. Kasser den alkaliske
fargestoffblandingen etter bruk.

6. Etter 30 minutter, fjern objektglassene og skyll grundig i avionisert vann i 2 minutter.

Objektglassene skal ikke lufttgrkes.

Legg objektglassene i Mayers hematoksylinlgsning i 10 minutter.

8. Skyll de kontrastfargede objektglassene i 3 minutter i avionisert vann. Dette vil resultere i
rgdfiolett kjernefarging.

9. Evaluer mikroskopisk. Hvis dekkglass kreves, m& du kun bruke et vannholdig
monteringsmedium.

Ytelsesegenskaper

N

Skaringsmetode

Skann filmen (900X) og velg et tynt omr&de der erytrocytter sd vidt bergrer hverandre. Steder
med fosfataseaktivitet vises som bl& granuler. Velg 100 pafglgende segmenterte og bandformede
neytrofile granulocytter. Gi vurdering fra 0 til 4+ p& grunnlag av mengde og intensitet av utfelt
fargestoff i cytoplasmaet til disse cellene. Se tabell 1 for skaringsegenskaper. Summen av
vurderinger fra 100 celler anses som skaren.

Tabell 1. Skdringsegenskaper*

Utfelt azofargestoff i cytoplasma
Cellevur- Mengde** Granulstgrrelse Fargeintensitet

Bakgrunn for

dering (%) cytoplasma
0+ Ingen - Ingen Ingen
1+ 50 Liten Svak til moderat Fargelgs til svaert lys bld
2+ 50-80 Liten Moderat til sterk Fargelgs til lys bl§
3+ 80-100 Middels til stor Sterk Fargelgs til bl&
4+ 100 Middels til stor Stralende Usynlig

* Tabell 1 representerer endring av observasjoner gjort av Kaplow.??
** Prosentandel cytoplasmavolum som er okkupert av azofargestoffutfelling.

For & oppn& skar for alkalisk fosfatase-aktivitet i leukocytter (LAPA) multipliseres antallet celler med
verdien for cellevurdering. Disse tallene legges til for 8 oppn& LAPA-skar som vist i falgende eksempler:

Cellevurdering  Skar etter LAPA-skéar
telling
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Totalt 100 67

Forventede verdier

Fglgende skar ble oppn&dd hos Sigma-Aldrich hos 20 normale personer. Blod ble samlet inn i
hepariniserte rgr og filmer ble fremstilt innen én time.

Fast Blue RR
LAPA-gjennomsnitt £ 1SD 96 + 44
LAPA-omréde 52-140

Folgende sk&romrdde ble oppnddd fra disse 20 normale personene:

Fast Blue RR
32-182

Hvis observerte resultater avviker fra forventede resultater, kontakt Teknisk service hos Sigma-
Aldrich for & fa hjelp.
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Forventede observasjoner Symbolforklaring

Hos mennesker er aktiviteten av alkalisk fosfatase begrenset til modne og bndformede granulocytter. Symboler som definert i EN ISO 15223-1:2021
Noen ganger kan svak farging observeres i lymfocytter. Benmargsosteoblaster og endotelceller farges
kraftig.

raftig N Produsent Katalognummer
En serie objektglass ble klargjort ved bruk av blod fra normale forsgkspersoner, kvinner i siste trimester

av svangerskapet, pasienter tidlig postpartum og personer som viste en leukemoid reaksjon. Negative [E] Se bruksanvisning Batchkode

kontroller ble fremstilt ved varmeinaktivering som beskrevet. Ulike kombinasjoner av Fast Blue RR og : E . . K
o . " ) . . Autorisert representant i EU-samsvarserklzering (definert i

kontrastfarger (metylenblatt-lgsning og Mayers hematoksylinlgsning) ble utfgrt i replikat, og LAPA- Det europeiske fellesskap / EU c E IVDR 2017/746)

skéring ble innhentet. Verdiene som ble oppnddd pa flere fremstilte objektglass for hver pasient, var neert
overensstemmende og tilsynelatende ikke p8virket av den anvendte fargings-/kontrastfargingsteknikken.

In vitro-diagnostisk medisinsk
For eksempel ga 7 utstryk fremstilt med blod fra en prenatal pasient skar fra 235-269 med et g Best for-dato utstyr
gjennomsnittlig standardavvik og variasjonskoeffisient pa henholdsvis 255, 11,3 og 4,4 %.
Negative kontroller viste fullstendig fraveer av farget materiale. ,ﬂ’ Temperaturgrense & Forsiktighetsregel
. Produksjonsdato % Importgr
Analytiske ytelsesegenskaper ) ! P

De analytiske ytelsesresultatene for de gitte testene utfgrt pd alle m8istrukturer bekrefter 100 %

Angir autorisert representant i
fglsomhet, spesifisitet og repeterbarhet.

Sveits
Kat. Produkt- Mal Spesifisitet Fglsomhet Spesifisitet Fglsomhet
nr. beskrivelse innen innen mellom mellom Referanser
analyse analyse analyser analyser 1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp

FBS25 Fast Blue RR-salt Stedermed 5, 3 3av3 3av3 3av3 Pathol 10:253, 1929

aktivitet 2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphtase
Alkalisk Steder med activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955
855 r}aftf()It—IAS;mX— aktivitet 3av3 3av3 3av3 3av3 3. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann NY
ostatlgsning Acad Sci 155:911, 1968
MHS1 Ma;’elﬁlgimsmk' Kjerner 3av3 3av3 3av3 3av3 4. Proposed Standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4, No 14,
il 9 National Committee for Clinical Laboratory Standards
gs4c  Sitratkonsentrat-  Steder med 3av3 3av3 Jav3 3av3 5. Young DS: Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.
Igsning aktivitet 1997;34(6):579-581
6. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, New Jersey,
Advarsler og farer 1982, pp 248-250 9 9
Se sikkerhetsdatablad og produktmerking for oppdatert risiko-, fare- eller sikkerhetsinformasjon. - -
Kontaktinformasjon
85L1: For & legge inn en bestilling, besgk nettstedet vart p& SigmaAldrich.com. Besgk siden for teknisk service
p& nettstedet vart p§ SigmaAldrich.com/techservice for teknisk service.
Revisjonshistorikk
Ly &3 )
Rev. 2.0 2014
Rev. 3.0 2016
H290 Kan veere etsende for metaller.
Rev. 4.0 2023

H331 Giftig ved inndnding. ) ) -

Overfgrte til ny mal med gjeldende varemerke. Spesifiserte at utstyret er for
P234 Oppbevares bare i originalemballasjen. profesjonell bruk, i tiltenkt bruk og forsiktighetsregler. Reviderte tiltenkt bruk
for & overholde IVDR-retningslinjer. Oppdaterte materialsikkerhetsdatablad til

P261 Unngé innanding av take eller damp. sikkerhetsdatablad. Oppdaterte kontaktinformasjon. Fjernet instruksjon om 8 falge

. . o CLSI for prgvetaking. Fjernet EN 980 og endret til EN ISO 15223-1:2021 for symboler.
P271 Brukes bare utendrs eller i et godt ventilert omrade. La til kontaktinformasjon for bivirkninger. Fjernet referanse nr. 4 og omnummererte
P304 + P340 + P311 VED INNANDING: Flytt personen til frisk Iuft og sgrg for at vedkommende har referansene. La til en tabell med revisjonshistorikk. La til ytterligere faresetning for
en stilling som letter &ndedrettet. Kontakt et GIFTINFORMASJONSSENTER / en lege. 854C-20ML og 855-20ML. La til advarsler og farer. La til informasjon om CH-REP.

P390 Absorber spill for 8 hindre materiell skade.
P403 + P233 Oppbevares p8 et godt ventilert sted. Hold beholderen tett lukket.

85L2:

L2 &3

H290 Kan veere etsende for metaller.

H319 Gir alvorlig gyeirritasjon.

H331 Giftig ved inn&nding.

P234 Oppbevares bare i originalemballasjen.

P261 Unngd inndnding av stev/royk/gass/t&ke/damp/aerosoler.
P264 Vask huden grundig etter bruk.

P271 Brukes bare utendgrs eller i et godt ventilert omrade.

P304 + P340 + P311 VED INNANDING: Flytt personen til frisk Iuft 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.

Hvis det har oppstétt en alvorlig hendelse under bruk av denne enheten eller
som et resultat av bruken, rapporter det til produsenten og/eller produsentens

N i . ) Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
autoriserte representant og til din nasjonale myndighet. 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271
St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61

5000 Aarau

Switzerland

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 KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Kullanma Talimati

Lokosit Alkalin Fosfataz Kiti

Prosedlr No. 85

q3 MIiIWLPORR

Kullanim Amaci

Sigma-Aldrich Alkalin Fosfataz kitleri genel laboratuvar kullanimi igin histolojik boya olarak
tasarlanmistir. Alkalin Fosfataz reaktifleri yalnizca profesyonel "in Vitro Tani Amagh Kullanim" igindir.
Bu manuel, kalitatif, histokimyasal proseddr, insan kani veya kemik iligi filmlerinin l6kositlerinde,
alkalin fosfataz aktivitesini gdsterir. Lokositle baglantili alkalin fosfatazin histolojik olarak
gorsellestiriimesi, su anda tipta yaygin olarak kullanilan benzersiz bir tekniktir.

1929'da Kay, ilk olarak lokositlerde alkalin fosfatazin varligini 6ne stirmustar.! Bununla birlikte
Kaplow, lokosit enzimini gostermek igin pratik bir boyama yéntemini ancak yillar sonra ortaya
koymustur.2 Kaplow, substrat olarak sodyum a-naftil fosfat, diazonyum tuzu olarak hizli mavi RR
kullanmis ve yari niceliksel karsilastirmalar igin bir skorlama ydntemi 6nermistir.2 Ayrica, hicresel
morfolojinin iyi bir sekilde korunmasini saglayan iyilestirmeler de énerilmistir. Daha sonra a-naftil
fosfat, naftol AS fosfat ile degdistirilmistir. Lokosit alkalin fosfat aktivitesini (LAPA) test etmek igin
sitokimyasal ve biyokimyasal teknikler arasinda iyi bir korelasyon bulunmasi dikkat gekicidir.?

Sigma-Aldrich yontemi ile, lamlara hafifge fikse edildikten sonra kan veya kemik iligi filmlerinde
I6kosit alkalin fosfataz belirlenir. Fiksasyon uygulanmis filmler daha sonra naftol AS-MX fosfat igeren
bir gozelti iginde inklibe edilir. Fosfataz aktivitesinin bir sonucu olarak, naftol AS-MX serbest kalir ve
hemen bir diazonyum tuzu ile birleserek fosfataz aktivitesinin oldugu yerlerde ¢éziinmez, gérinir
bir pigment olusturur.

Reaktifler

Hizli Mavi RR Tuzu (Kat. No. FBS25-10CAP)
Hizli Mavi, C.I. 37155, 6nceden tartiimig kapsiiller. Kapstil basina gergek agirlik, boya partisine gore
degisecektir ve test yardimi ile optimize edilmistir.

Naftol AS-MX Fosfat Alkalin Cozeltisi (Kat. No. 855-20ML)

Naftol AS-MX fosfat, %0,25 (a/h), 25°C'de pH 8,6'da tamponlanmis. Tehlike. Cilt tahrisine neden
olur. Ciddi g6z tahrisine neden olur. Solunum tahrisine neden olabilir. Tozunu/dumanini/gazini/
sisini/buharini/spreyini solumaktan kaginin. YUTULMASI HALINDE: Derhal bir ZEHIR DANISMA
MERKEZINI veya doktoru/hekimi arayin.

Mayer Hematoksilen Cozeltisi (Kat. No. MHS1-100ML)
Hematoksilen, sertifikali, 1 g/L, C.I. 75290, sodyum iyodat, 0,2 g/L, aliminyum amonyum
hidroksit, 5 g/L ve stabilizatérler.

Sitrat Konsantresi Cozeltisi (Kat. No. 854C-20ML)

Sitrik asit-sodyum sitrat, 1,5 mol/L. Tehlike. Cilt tahrisine neden olur. Ciddi g6z hasarina neden
olur. Tozunu/dumanini/gazini/sisini/buharini/spreyini solumaktan kaginin. Solunum tahrisine neden
olabilir. Koruyucu eldiven/géz koruyucu/yiiz koruyucu kullanin.

Saglanmayan Gerekli Ozel Malzemeler

e Scott musluk suyu ikame konsantresi, Katalog No. S5134
e Aseton, ACS reaktifi

Saklama ve Stabilite

Hizli Mavi RR Tuzu 0°C'nin altinda saklayin. Naftol AS-MX Fosfat Alkalin Cozeltisini buzdolabinda
(2-8°C) saklayin. Reaktifler, son kullanma tarihine kadar stabildir.

Mayer Hematoksilen Gozeltisini oda sicakliginda (18-26°C) kapagi agzi sikica kapali, isiktan
koruyarak saklayin. Coplin kavanozunda kullandiktan sonra gozeltiyi orijinal kabina geri koymayin.
Uygun boyama igin gereken siire prosediirde tavsiye edilen sireyi 5 dakikadan fazla asarsa atin.

Sitrat Konsantre Cozeltisini oda sicakhiginda (18-26°C) saklayin. Sitrat Calisma Gozeltisini
buzdolabinda (2-8°C) saklayin. Sitrat ¢ozeltileri, gérinir mikrobiyal buyimenin olmadigi
durumlarda kullanima uygundur.

Hazirlama

Hizli Mavi RR Tuzu, Naftol AS-MX Fosfat Alkalin Cozeltisi ve Mayer Hematoksilen Cozeltisi
prosediirde kullanima hazir olarak sunulur.

2 mL Sitrat Konsantre Cozeltisini deiyonize su ile 100 mL'ye seyrelterek Sitrat Calisma Cozeltisi
hazirlayin.

Fiksatif Cozelti (sitrat tamponlu aseton, %60) hazirlamak igin Sitrat Calisma Cozeltisini oda
sicakligina (18-26°C) isitin. Surekli karistirarak, 3 6lgi asetona 2 6lgl Sitrat Calisma Gozeltisi
ekleyin. Kullanimdan sonra atin.

Scott Musluk Suyu ikame Galisma gdzeltisi, 1 6lgii Scott Musluk Suyu ikame Konsantresini 9 6lgii
deiyonize su ile seyrelterek hazirlanir.

Onlemler

Bu IVD'ler, klinik laboratuvar ortaminda in vitro tani amagli kullanima ydéneliktir. 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 uyulmahdir. Atiklari tim yerel,
eyalet, il veya ulusal seviyedeki yonetmeliklere uygun olarak atin.

Prosediir

Numune Toplama

Taze kan veya kemik iligi filmleri veya heparin ile antikoagtile edilmis numuneler kullanilabilir.*
EDTA'dan UZAK DURUN.* Kan smear'lari, hazirlandiktan sonra 8 saat iginde enzim aktivitesi igin
boyanmalidir. Fakat bu mimkiin degilse, alkalin fosfataz aktivitesinin kademeli kaybi, fiksasyon ve
gece boyunca dondurucuda saklama ile geciktirilebilir.* Filmler fiksasyondan en az 1 saat 6nce ve
fiksasyondan en az 3 saat sonra dondurulmadan énce kurutulmahdir.

Notlar

Lokosit alkalin fosfataz aktivitesine (LAPA) midahale edebilecek bilesiklerle ilgili bir veri eksikligi vardir.
Bazi ilaglarin ve diger maddelerin dolagimdaki alkalin fosfataz aktivitesini etkiledigi bilinmektedir.> Oral
kontraseptifler, kortizol ve stres lokosit alkalen fosfataz skorlarinin ylikselmesine neden olabilir.6

Pozitif kontroller kullanarak prosediri gergeklestirin. Bunlar, piyojenik I6kositozu olan hastalardan
veya gebeligin tglincii trimesterindeki veya dogumdan sonraki ilk birkag giindeki kadinlardan

elde edilebilir. Bu kisilerin I6kosit alkali fosfataz skorlari genellikle 100'U geger. Negatif kontrol,
enzimi inaktive etmek igin normal bir fiksasyon uygulanmis smear'l 1 dakika kaynar suya batirarak
hazirlanabilir. Kontrol filmleri, -70°C'de Parafilm®'e sarilarak fiksasyon uygulanmis sekilde muhafaza
edilirse 1 yila kadar saklanabilir. Bu filmler, fiksasyondan en az 1 saat énce ve fiksasyondan 3 saat
sonra dondurmadan 6nce hava ile kurutulmahdir.

Her laboratuvarin, yerel popiilasyon igin karakteristik olan kendi beklenen araligini olusturmasi
siddetle tavsiye edilir.

Prosediir, boyanmis hicrelerin subjektif derecelendirmesine baglidir. Bu, elde edilen
derecelendirmelerin genis bir varyasyona sahip olmasina neden olabilir. Reaksiyon karisiminin
sicakligl 18-26°C arasinda tutulmalidir. Daha diistk sicakliklar 6nemli élglide daha dusuk
skorlarla sonuglanacaktir. 30°C'nin tizerinde, aktivitede belirgin artislar meydana gelir. Eozinofiller
boyanmazlar ancak iki loblu gekirdekler ve buyiik kirilgan graniiller tarafindan baglanabilirler.

Prosedir

1. Uygun bir kaba 48 mL distile su koyun ve sicakligi 18-26°C'ye ayarlayin.

2. Diazonyum tuzu gozeltisini hazirlayin:
Bir Hizli Mavi RR Tuz kapsultinin igerigini distile suda ¢ozin (Adim 1'deki). Bir manyetik
karistirici yardimci olabilir.

3. Seyreltilmis diazonyum tuzu gozeltisine (Adim 2'deki) 2 mL Naftol AS-MX Fosfat Alkalin
Cozeltisi ekleyin. Karigtirin.

4. Fiksatif Cozeltiyi oda sicakhigina (18-26°C) getirin. Fiksatif Cozeltiye daldirarak lamlara
30 saniye fiksasyon uygulayin. Deiyonize suda 45 saniye hafifce durulayin. Lamlarin
kurumasina izin vermeyin.

5. Lamlari alkalin boya karisimina ekleyin (Adim 3'teki) ve 18-26°C'de 30 dakika inkiibe edin.
Daldiriimig lamlari dogrudan isiktan koruyun. Kullandiktan sonra alkalin-boya karigimini atin.

6. 30 dakika sonra lamlari gikarin ve 2 dakika deiyonize suda iyice durulayin. Lamlarin
kurumasina izin vermeyin.

7. Lamlar 10 dakika boyunca Mayer Hematoksilen Cozeltisine yerlestirin.

8. Zit boyal lamlari 3 dakika deiyonize suda durulayin. Bu kirmizi viyole niikleer boyama ile
sonuglanacaktir.

9. Mikroskobik olarak degerlendirin. Lamel gerekiyorsa, yalnizca sulu bir yerlegtirme ortami
kullanin.

Performans Ozellikleri

Skorlama Yontemi

Filmi tarayin (900X) ve eritrositlerin az temas ettigi ince bir alan segin. Fosfataz aktivite

bélgeleri mavi graniller olarak goriinecektir. 100 ardisik segmentli ve bant seklinde nétrofilik
grandlositleri segin. Bu hiicrelerin sitoplazmasinda ¢okelen boyanin miktari ve yogunlugu
temelinde 0 ila 4+ arasinda derecelendirin. Skorlama &zellikleri igin Tablo 1'e bakin. 100 hicrenin
derecelendirmelerinin toplami skor olarak kabul edilir.

Tablo 1. Skorlama Ozellikleri*

Sitoplazmada Cokeltilmis Azo Boyasi
Hiicre Miktar**  Graniil Boyutu Boyama Sitoplazmanin
Derecelendirmesi (%) Yogunlugu Arka Plam
0+ Yok - Yok Yok
1+ 50 Kigik Silik ila Orta Renksiz ila gok
soluk mavi
2+ 50-80 Kuguk Orta ila Guglu Renksiz ila soluk mavi
3+ 80-100 Orta ila Buylk Guglu Renksiz ila mavi
4+ 100 Orta ila Buyuk Parlak Gortinmuyor

* Tablo 1, Kaplow tarafindan yapilan goézlemlerin modifikasyonunu temsil etmektedir.2?
** Azo boya gokeltisinin kapladigi sitoplazma hacminin ylzdesidir.

Lokosit alkalin fosfataz aktivite (LAPA) skorunu elde etmek igin hesaplanan hiicre sayisi,
hiicre derecelendirme degeri ile carpilir. Bu rakamlar, asagidaki 6rneklerde gésterildigi
gibi LAPA skorunu elde etmek igin toplanir:

Hiicre Derecelendirmesi Hesaplanan Skor LAPA Skoru

0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Toplam 100 67

Beklenen Degerler

Sigma-Aldrich'te 20 normal birey igin asadidaki skorlar elde edilmistir. Kan heparinize tiplere alindi
ve bir saat iginde filmler hazirlanmistir.

Hizlh Mavi RR
LAPA Ortalama +1 SD 96+44
LAPA Araligi 52-140

Bu 20 normal bireyden asagidaki skor araliklari elde edilmistir:

Hizhi Mavi RR
32-182

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

insanlarda alkalin fosfataz aktivitesi, olgun ve bant seklindeki grandilositlerle sinirlidir. Nadiren lenfositlerde
zayif boyanma gézlenebilir. Kemik iligi osteoblastlari ve endotel hiicreleri giigli bir sekilde boyanir.

Normal kisilerden, gebeligin son ii¢ ayindaki kadinlardan, dogum sonrasi erken donemdeki hastalardan
ve |6koid reaksiyon sergileyen bireylerden alinan kan kullanilarak bir dizi lam hazirlanmistir. Negatif
kontroller, tarif edildigi gibi isi inaktivasyonu yoluyla hazirlanmistir. Hizli Mavi RR ve zit boyalarin (Metilen
Mavisi Gozeltisi ve Mayer Hematoksilen Cozeltisi) gesitli kombinasyonlari tekrar tekrar gergeklestirilmis
ve LAPA skorlanmistir. Her génillii igin hazirlanan birden ok lamdan elde edilen degerler yakin uyum
icindeydi ve kullanilan boyama/zit boyama tekniginden etkilenmis gibi gérinmuyordu. Ornegin, dogum
oncesi bir hastadan alinan kan kullanilarak yapilan 7 smear, sirasiyla %255, %11,3 ve %4,4 ortalama,
standart sapma ve varyasyon katsayisi ile 235-269 arasinda degdisen skorlar vermistir. Negatif kontroller,
boyali materyalin tamamen eksikligini ortaya gikarmistir.

Analitik Performans Ozellikleri

Tum hedef yapilar tizerinde yuritilen belirli testlere ait analitik performans sonuglari %100 duyarlilk,
6zgullik ve tekrarlanabilirligi dogrulamaktadir.

Kat. Uriin Tanini Hedef Tahlil ici Tahlil igi Tahliller Tahliller
No. Ozgiilliik Duyarhlik .. Arasi Arasi
Ozgiillii Duyarhhk
" Aktivite B . . .
FBS25 Hizli Mavi RR Tuzu Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Naftol AS-MX L
855 Fosfat Alkalin ktivite 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3te 3
Gozeltisi 9
Mayer
MHS1 Hematoksilen Cekirdekler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Cozeltisi
Sitrat Konsantre Aktivite B " . .
854C Cozeltisi Bolgeleri 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3

Uyarilar ve Tehlikeler

Glncellenmis herhangi bir risk, tehlike veya giivenlik bilgisi igin Glivenlik Veri Formuna ve Uriin etiketine
bakin.

85L1:

S

H290 Metaller igin agindirici olabilir.

3

H331 Solunmasi durumunda toksiktir.

P234 Yalnizca orijinal ambalajinin iginde saklayin.

P261 Sisini veya buharini solumayin.

P271 Sadece disarida veya iyi havalandirilan bir alanda kullanin.

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

P390 Maddi hasari 6nlemek igin sivi dokintuleri temizleyin.
P403 + P233 lyi havalandirilan bir yerde saklayin. Kabi agzi sikica kapali olarak tutun.
85L2:

S

H290 Metaller igin asindirici olabilir.

3

H319 Ciddi goz tahrisine neden olur.

H331 Solunmasi durumunda toksiktir.

P234 Yalnizca orijinal ambalajinin iginde saklayin.

P261 Tozunu/dumanini/gazini/sisini/buharini/spreyini solumaktan kaginin.
P264 Elleglemeden sonra cildinizi iyice yikayin.

P271 Sadece disarida veya iyi havalandirilan bir alanda 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 iireticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve ulusal yetkili
makaminiza bildirin.

Sembol Tanimlar
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)

N
m

Son Kullanma Tarihi in vitro tani amagh tibbi cihaz

Sicaklik Siniri Dikkat

@[3

Uretim Tarihi ithalatgi

E Isvigre'deki Yetkili Temsilciyi Belirtir
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Kayttéohje

Leukosyyttien alkalisen
fosfataasin pakkaus

Menetelmanro 85
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Kayttotarkoitus

Sigma-Aldrichin alkalisen fosfataasin pakkaus on tarkoitettu histologiseen vérjaykseen yleisessa
laboratoriokéytdssa. Alkaliset fosfataasireagenssit on tarkoitettu vain ammattikayttéon “in vitro
-diagnostiikassa”. Tama manuaalinen, kvalitatiivinen, histokemiallinen menetelma osoittaa
alkalisen fosfataasin toiminnan ihmisen veren tai luuytimen sivelyvalmisteiden leukosyyteissa.
Leukosyytteihin liittyvan alkalisen fosfataasin histologinen visualisointi on ainutlaatuinen tekniikka,
joka on nykyladketieteessa yleisessa kaytossa.

Vuonna 1929 Kay ehdotti ensimmaisena alkalisen fosfataasin esiintymisté leukosyyteissa.!

Meni kuitenkin monta vuotta, ennen kuin Kaplow esitteli kdytéannéllisen varjdysmenetelmén
leukosyyttientsyymin osoittamiseksi.? Kaplow kéaytti natrium-a-naftyylifosfaattia substraattina

ja nopeaa sini-RR:aa diatsoniumsuolana ja suositteli pisteytysmenetelmaa semikvantitatiiviseen
vertailuun.? Han ehdotti myods parannuksia, jotka paransivat solurakenteen sailymistd. Myohemmin
a-naftyylifosfaatti korvattiin naftoli-AS-fosfaatilla. Huomattavaa on, ettd sytokemiallisten ja
biokemiallisten tekniikoiden valilla on havaittu hyvéa korrelaatio leukosyyttien alkalisen fosfaatin
toiminnan (LAPA) maarittamisessa.?

Sigma-Aldrichin menetelmaélld leukosyyttien alkalinen fosfataasi méaritetaan veren tai luuytimen
sivelyndytteestd sen jalkeen, kun ne on varovasti kiinnitetty objektilaseihin.

Sen jélkeen kiinnitettyja sivelyvalmisteita inkuboidaan naftoli-AS-MX-fosfaattia sisaltavassa
liuoksessa. Fosfataasitoiminnan seurauksena naftoli-AS-MX vapautuu ja kytkeytyy valittomasti
diatsoniumsuolaan muodostaen liukenemattoman, nakyvan pigmentin fosfataasitoiminnan alueilla.

Reagenssit

Nopea sini-RR-suola (luettelonro FBS25-10CAP)
Nopea sini, vari-indeksi 37155, esipunnitut kapselit. Kapselin todellinen paino vaihtelee
véariaine-eran mukaan, ja se on optimoitu maarityksessa.

Alkalinen naftoli-AS-MX-fosfaattiliuos (luettelonro 855-20ML)

Naftoli-AS-MX-fosfaatti, 0,25 % (w/v), puskuroitu pH-arvolla 8,6, 25 °C. Vaara. Arsytt&a ihoa.
Arsyttaa voimakkaasti silmid. Saattaa aiheuttaa hengitysteiden &rsytysta. Valta polyn/savun/
kaasun/sumun/hdyryn/suihkeen hengittémistd. JOS KEMIKAALIA ON NIELTY: Ota valittomasti
yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai ladkariin.

Mayerin hematoksyliiniliuos (luettelonro MHS1-100ML)
Hematoksyliini, sertifioitu, 1 g/I, vari-indeksi 75290, natriumjodaatti, 0,2 g/I,
alumiiniammoniumhydroksidi, 5 g/l ja stabilointiaineet

Sitraattikonsentraattiliuos (luettelonro 854C-20ML)

Sitruunahapponatriumsitraatti, 1,5 mol/l. Vaara. Arsyttda ihoa. Voimakkaasti silmia vaurioittavaa.
Valta polyn/savun/kaasun/sumun/hoyryn/suihkeen hengittdmistd. Saattaa aiheuttaa hengitysteiden
arsytysta. Kayta suojakasineitd/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

Tarvittavat erityismateriaalit, jotka eivat sisally pakkaukseen
e Scottin vesijohtovedenkorvikkeen konsentraatti, luettelonro S5134
e Asetoni, ACS-reagenssi

Sailytys ja stabiilius

Sailyté nopea sini-RR-suola alle 0 °C:ssa. Sailyta alkalinen naftoli-AS-MX-fosfaattiliuos jaékaapissa
(2-8 °C). Reagenssit ovat stabiileja viimeiseen kayttopaivaan saakka.

Sailytéd Mayerin hematoksyliiniliuos tiiviisti suljettuna huoneenlammdossé (18-26 °C) valolta
suojattuna. Ala palauta liuosta alkuperdiseen pakkaukseen, kun sitd on kaytetty Coplin-astiassa.
Havita liuos, kun soveltuvaan varjaykseen kuluva aika ylittdd menetelméssa suositellun ajan yli
viidelld minuutilla.

Sailyta sitraattikonsentraattiliuos huoneenlammdssa (18-26 °C). Sailyta sitraattityoskentelyliuos
jadkaapissa (2-8 °C). Sitraattiliuokset soveltuvat kaytettévaksi, kun mikrobikasvua ei ole.

Valmistelu

Nopea sini-RR-suola, alkalinen naftoli-AS-MX-fosfaattiliuos ja Mayerin hematoksyliiniliuos
toimitetaan valmiina kaytettaviksi menettelyssa.

Valmistele sitraattitydskentelyliuos laimentamalla 2 ml sitraattikonsentraattiliuosta 100 ml:lla
deionisoitua vetta.

Lammita sitraattityoskentelyliuos huoneenldmpoiseksi (18-26 °C) fiksatiiviliuoksen (sitraatti ja
puskuroitu asetoni, 60 %) valmistamista varten. Lisaa kaksi tilavuusosaa sitraattitydskentelyliuosta
kolmeen tilavuusosaan asetonia koko ajan sekoittaen. Havitd kayton jalkeen.

Scottin vesijohtovedenkorvikkeen tydskentelyliuos valmistetaan laimentamalla yksi tilavuusosa
Scottin vesijohtovedenkorvikkeen konsentraattia yhdeksalla tilavuusosalla deionisoitua vetta.

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

Tuoreita veren tai luuytimen sivelyvalmisteita tai hepariinilla antikoaguloituja naytteita voidaan
kayttaa.® VALTA EDTA:TA.* Veren sivelyndytteet on varjattéva entsyymitoiminnan selvittdmiseksi
kahdeksan tunnin kuluessa valmistelusta. Jos tama ei kuitenkaan ole mahdollista, alkalisen
fosfataasitoiminnan asteittaista haviamista voidaan viivastyttaa kiinnittamalla nayte ja sailyttamalla
sita pakastimessa yon yli.* Sivelyvalmisteita on kuivattava vahintaan tunti ennen kiinnittamista ja
kolme tuntia kiinnittdmisen jélkeen ennen jaadyttamista.

Huomautukset

Tietoa leukosyyttien alkalisen fosfataasin toimintaa (LAPA) mahdollisesti héiritsevistd yhdisteista
on niukasti. Tiettyjen laékkeiden ja muiden aineiden tiedetdan vaikuttavan kiertdvan alkalisen
fosfataasin toimintaan.® Suun kautta otettavat ehkéaisyvalmisteet, kortisoli ja stressi voivat johtaa
suurempiin leukosyyttien alkalisen fosfataasin pisteisiin.®

Kayta menettelyssa positiivisia kontrolleja. Niita voidaan ottaa potilailta, joilla on pyogeeninen
leukosytoosi, tai naisilta, jotka ovat raskauden kolmannella kolmanneksella tai synnytténeet
muutama paiva sitten. Naiden henkildiden leukosyyttien alkalisen fosfataasin pisteet ovat yleensa
yli 100. Negatiivinen kontrolli voidaan valmistaa normaalista kiinnitetysta sivelynaytteestd
upottamalla se kiehuvaan veteen yhden minuutin ajaksi, jolloin entsyymi inaktivoituu.
Kontrollisivelyvalmisteita voidaan sailyttda jopa vuoden ajan, jos ne sailytetaan kiinnitettyina ja
Parafilm®-k&areessa -70 °C:ssa. Naiden sivelyvalmisteiden on annettava kuivua vahintéan tunti
ennen kiinnittdmisté ja kolme tuntia kiinnittdmisen jalkeen ennen jaadyttamista.

On erittdin suositeltavaa, ettéd jokainen laboratorio maarittdd oman odotetun alueensa, joka on
ominainen paikalliselle vaestolle.

Menetelma on riippuvainen varjattyjen solujen subjektiivisesta arvioinnista. Tama voi johtaa
arvioiden laajaan vaihteluun. Reaktioseoksen lampétila on pidettava valilla 18-26 °C. Alhaisemmat
lampétilat johtavat huomattavasti pienempiin pisteisiin. Yli 30 °C:n lampétilassa toiminta lisaantyy
merkittévasti. Eosinofiilit eivat varjdydy, mutta ne voidaan tunnistaa kaksilohkoisista tumista ja
suurista heijastavista granuloista.

Menettely

1. Mittaa 48 ml tislattua vetta sopivaan astiaan ja saada |ampdétilaksi 18-26 °C.

2. Valmistele diatsoniumsuolaliuos:

Liuota yhden nopeaa sini-RR-suolaa sisaltavan kapselin sisalto tislattuun veteen
(valmisteltu vaiheessa 1). Apuna voi kdyttéd magneettisekoitinta.

3. Lisaa 2 ml alkalista naftoli-AS-MX-liuosta laimennettuun diatsoniumsuolaliuokseen
(valmistettu vaiheessa 2). Sekoita.

4. Anna fiksatiiviliuoksen tasaantua huoneenlampdon (18-26 °C). Kiinnita objektilasit
upottamalla ne fiksatiiviliuokseen 30 sekunniksi. Huuhtele varovasti deionisoidussa vedessa
45 sekunnin ajan. Ala paasté objektilaseja kuivumaan.

5. Lisaa objektilaseja alkaliseen vériseokseen (valmistettu vaiheessa 3) ja inkuboi 18-26 °C:ssa
30 minuutin ajan. Suojaa upotetut objektilasit suoralta valolta. Havita alkalinen vériseos
kayton jalkeen.

6. Poista objektilasit 30 minuutin kuluttua ja huuhtele huolellisesti deionisoidulla vedelld
vahintaan kahden minuutin ajan. Al paastd objektilaseja kuivumaan.

7. Aseta objektilasit Mayerin hematoksyliiniliuokseen 10 minuutin ajaksi.

8. Huuhtele vastavarjattyja objektilaseja kolme minuuttia deionisoidussa vedessa. Tama tuottaa
punavioletin tumavarjayksen.

9. Arvioi mikroskooppisesti. Jos peittdminen on tarpeen, kdytd vain vesipohjaista petausainetta.

Suorituskykyominaisuudet

Pisteytysmenetelma

Skannaa sivelyvalmiste (900X) ja valitse ohut alue, jossa erytrosyytit ovat hadin tuskin kosketuksessa.
Fosfataasitoimintaa sisdltévat alueet nakyvat sinisind granuloina. Valitse 100 perakkaista liuskatumaista
ja sauvatumaista neutrofiilistd granulosyyttid. Anna luokitukseksi 0-4+ ndiden solujen sytoplasmaan
saostuneen varin maarén ja voimakkuuden perusteella. Katso pisteytysominaisuudet taulukosta 1.
Pisteina pidetdan 100 solun luokitusten summaa.

Taulukko 1. Pisteytysominaisuudet*

Saostunut atsovari sytoplasmassa

Solun  Ma&ara**  Granulan koko Varjdyksen Sytoplasman tausta
luokitus (%) imakk
0+ Ei yhtdan - Ei yhtdén Ei yhtéén
1+ 50 Pieni Heikko tai kohtalainen Varitén tai hyvin haalean
sininen
2+ 50-80 Pieni Kohtalainen tai voimakas | Vériton tai haalean sininen
3+ 80-100  Keskisuuri tai suuri Voimakas Varitén tai sininen
4+ 100 Keskisuuri tai suuri Kirkas Ei nékyvissa

* Taulukossa 1 esitetdan mukaelma Kaplow'n havainnoista.>?
** Atsovdrisaostuman peittdma prosentuaalinen osuus sytoplasman tilavuudesta.

Leukosyyttien alkalisen fosfataasin toiminnan (LAPA) pistemaar muodostetaan kertomalla
laskettujen solujen maéara soluluokituksen arvolla. Naiden lukujen avalla saadaan LAPA-pisteet
seuraavissa esimerkeissa esitetylla tavalla:

Solun luokitus Laskettu pi: LAPA-pisteet

0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Yhteensd 100 67

Odotetut arvot

Sigma-Aldrich sai tutkimuksissaan seuraavat pisteet 20 normaalille henkildlle. Veri otettiin
heparinoituihin putkiin ja sivelyvalmisteet valmistettiin tunnin kuluessa.

Nopea sini-RR
LAPA-keskiarvo £1SD (keskihajonta) 96 £44
LAPA-alue 52-140
Nailtd 20 normaalilta henkil6ltd saatiin seuraava pistealue:

Nopea sini-RR
32-182
Jos havaitut tulokset eroavat odotetuista tuloksista, ota yhteyttd Sigma-Aldrichin tekniseen palveluun.
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Odotetut havainnot Symbolien selitykset
Symbolit standardin EN ISO 15223-1:2021 mukaisesti

Ihmisilla alkalisen fosfataasin toiminta rajoittuu kypsiin ja sauvatumaisiin granulosyytteihin.
Lymfosyyteissa voidaan joskus havaita heikkoa varjaytymista. Luuytimen osteoblastit ja endoteelisolut
varjaytyvat voimakkaasti.

Luettelonumero

wl Vemistaja
Sarja objektilaseja valmistettiin verestd, joka oli otettu normaaleilta tutkittavilta, viimeiselld .
raskauskolmanneksella olevilta naisilta, vasta synnytténeilté potilailta ja henkililts, joilla oli [E] Katso kayttoohje
leukemoidireaktio. Negatiiviset kontrollit valmistettiin lampdinaktivoinnilla kuvatulla tavalla. Erilaisia Vaatimustenmukaisuusvakuutus
yhdistelmi&d nopeaa sini-RR:&4 ja vastavéreja (metyleenisiniliuos ja Mayerin hematoksyliiniliuos) Valtuutettu edustaja Euroopan c E Euroopan unionin méaraysten
suoritettiin replikaatteina ja LAPA-pisteytys laskettiin. Kunkin tutkittavan naytteista valmistetuista yhteisdssa / Euroopan unionissa mukaisesti (IVDR-asetus 2017/746)
useista objektilaseista saaduilla arvoilla oli I&heinen yhtépitavyys, eika kaytetylla varjays-/
vastavarjaystekniikalla havaittu vaikutusta niihin. Esimerkiksi raskaana olevalta potilaalta saadulla o L In vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu
verella tehdyista seitsemasta sivelyndytteests saatiin pisteet 235-269, joiden keskiarvo oli 255, Viimeinen kayttopaiva Jaskinnallinen laite
keskihajonta 11,3 ja variaatiokerroin 4,4 %. Negatiivisilla kontrolleilla ei ilmennyt lainkaan varjattya &

Erakoodi

Huomio

materiaalia. ,ﬂ’ Lampétilarajoitus

Analyyttiset suorituskykyominaisuudet Valmistuspaiva Maahantuoja

Kaikilla kohderakenteilla suoritetuista testeistd saadut analyyttiset suorituskykytulokset vahvistavat

100-prosenttisen herkkyyden, spesifisyyden ja toistettavuuden. [ cH [REP] valtuutettu edustaja Sveitsissa
Luet 0 T Kohde =
sisdi vilinen Lahteet
spesifisyys  herkkyys  spesifisyys  herkkyys 1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp
FBS25 Nopea sini-RR-suola T"a'm'e"etta 33 33 33 3/3 Pathol 10:253, 1929
- - — 2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphtase
855 A'ka"’;s;‘f::;ti“’it’o’zs"‘"x’ Tz'm!‘etta’ 3/3 3/3 3/3 3/3 activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955
- 3. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann NY
MHS1 h Mayerin Tumat 3/3 3/3 3/3 3/3 Acad Sci 155:911, 1968
ematoksyliiniliuos i . .
— 4. Proposed Standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4,
854C Sitraattikonsentraattiliuos T‘glrzlef:f' 3/3 3/3 3/3 3/3 No 14, National Committee for Clinical Laboratory Standards
5. Young DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.
. - 1997;34(6):579-581
Varoitukset Ja vaarat 6. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, New Jersey,
Katso paivitetyt riski-, vaara- ja turvallisuustiedot kayttodturvallisuustiedotteesta ja tuotemerkinngista. 1982, pp 248-250
85L1: Yhteystiedot
Voit tehda tilauksen verkkosivuillamme osoitteessa SigmaAldrich.com. Tekniseen palveluumme voi ottaa
yhteyttd teknisen palvelun sivulla osoitteessa SigmaAldrich.com/techservice.
il L -
é% > Versiohistoria

Versio 2.0 2014

H290 Voi syévyttaa metalleja. Versio 3.0 2016

H331 Myrkyllistad hengitettyna. Versio 4.0 2023

P234 Sailyta alkuperaispakkauksessa. Siirretty uuteen pohjaan, jossa on ajantasaiset brandimerkit. Maininta ammattikaytosta

s L e lisatty kayttotarkoitukseen ja varotoimiin. Kayttotarkoitus tarkistettu IVDR-

P261 Valta sumun tai hdyryn hengittamista. ohjeistusten mukaisesti. "Materiaalin kayttoéturvallisuustiedote” paivitetty

P271 Kayta ainoastaan ulkona tai tiloissa, joissa on hyva ilmanvaihto. muotoon "kéyttéturvaIIis_uustied_r_)te”. Yhteystiedot paivitetty. Poistettu ohje CLSI-
ohjeistuksen noudattamisesta naytteenotossa. Symboliosiosta poistettu “EN 980"

P304 + P340 + P311 JOS KEMIKAALIA ON HENGITETTY: Siirrd henkild raittiiseen ilmaan ja varmista ja tilalle vaihdettu "EN ISO 15223-1:2021" Lisétty haittatapahtumien yhteydessa

vaivaton hengitys. Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/I&&kariin. kaytettavat yhteystiedot. Poistettu Idhde 4 ja viittaukset numeroitu uudelleen. Lisatty

versiohistoriataulukko. Lisatty lisdvaaralauseke tuotteille 854C-20ML ja 855-20ML.

P390 Imeytd valumat vahinkojen estamiseksi. Lisétty kohta Varoitukset ja vaarat. Lisatty CH-REP-tiedot.

P403 + P233 Varastoi paikassa, jossa on hyva ilmanvaihto. Sailyta tiiviisti suljettuna.

85L2:

SN &3

H290 Voi sydvyttdd metalleja.

H319 Arsyttaa voimakkaasti silmia.

H331 Myrkyllistd hengitettyna.

P234 Sailytad alkuperaispakkauksessa.

P261 Valta poélyn/savun/kaasun/sumun/héyryn/suihkeen hengittamista.
P264 Pese iho huolellisesti kasittelyn jalkeen.

P271 Kéayta ainoastaan ulkona tai tiloissa, joissa on hyva ilmanvaihto.

P304 + P340 + P311 JOS KEMIKAALIA ON HENGITETTY: Siirra henkil6 raittiiseen ilmaan ja varmista
vaivaton hengitys. Ota yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/la&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 kayton aikana tai sen seurauksena ilmenee vakava
vaaratilanne, ilmoita siitd valmistajalle ja/tai sen valtuutetulle edustajalle seka

- - . Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
kansalliselle viranomaiselle. u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 % 64271
St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
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 KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Gebruiksaanwijzing

Leukocyten alkalische
fosfatase-kit

Procedurenr. 85
C€ SiGMa

Beoogd gebruik

Alkalische-fosfatasekits van Sigma-Aldrich zijn bedoeld als een algemene histologische kleurstof
voor laboratoriumgebruik. Alkalische-fosfatasereagentia zijn uitsluitend bedoeld voor professioneel
'in-vitrodiagnostisch gebruik'. Deze handmatige, kwalitatieve histochemische procedure toont de
alkalische-fosfatase-activiteit aan in leukocyten van humaan bloed of beenmergfilms. Histologische
visualisatie van leukocytgeassocieerde alkalische fosfatase is een unieke techniek die momenteel
veel gebruikt wordt in de geneeskunde.

In 1929 suggereerde Kay voor het eerst de aanwezigheid van alkalische fosfatase in leukocyten.!
Pas vele jaren later introduceerde Kaplow echter een praktische kleuringsmethode om het
leukocytenenzym aan te tonen.? Kaplow gebruikte natrium a-naftylfosfaat als substraat, fast blue
RR als diazoniumzout en adviseerde een scoringsmethode voor semikwantitatieve vergelijkingen.?
Er werden ook verbeteringen voorgesteld die resulteerden in een goed behoud van de
celmorfologie. Vervolgens werd a-naftylfosfaat vervangen door naftol AS-fosfaat. Het is opmerkelijk
dat er een goede correlatie is gevonden tussen cytochemische en biochemische technieken voor de
bepaling van leukocyten alkalische-fosfaatactiviteit (LAPA).>

Met de Sigma-Aldrich-methode wordt leukocyten alkalische fosfatase bepaald in bloed- of
beenmergfilms nadat ze voorzichtig op objectglaasjes zijn gefixeerd. De gefixeerde films

worden vervolgens geincubeerd in een oplossing die naftol AS-MX fosfaat bevat. Als gevolg

van fosfataseactiviteit wordt naftol AS-MX vrijgemaakt en onmiddellijk gekoppeld aan een
diazoniumzout, waardoor een niet-oplosbaar, zichtbaar pigment wordt gevormd op plaatsen waar
fosfataseactiviteit plaatsvindt.

Reagentia

Fast Blue RR Salt (Cat. nr. FBS25-10CAP)

Fast Blue, C.I. 37155, voorgewogen capsules. Het werkelijke gewicht per capsule varieert per
zending kleurstof en is geoptimaliseerd door middel van analyse.

Naftol AS-MX fosfaat alkalische oplossing (cat. nr. 855-20ML)

Naftol AS-MX fosfaat, 0,25% (w/w), gebufferd bij pH 8,6, 25 °C. Gevaar. Veroorzaakt huidirritatie.
Veroorzaakt ernstige oogirritatie. Kan irritatie van de luchtwegen veroorzaken. Inademing

van stof/rook/gas/nevel/damp/spuitnevel vermijden. BIJ INSLIKKEN: Bel onmiddellijk een
ANTIGIFCENTRUM of een arts.

Mayer's hematoxyline-oplossing (cat. nr. MHS1-100ML)
Hematoxyline, gecertificeerd, 1 g/L, C.I. 75290, natriumjodaat, 0,2 g/L,
aluminiumammoniumhydroxide, 5 g/L en stabilisatoren

Geconcentreerde citraatoplossing (cat. nr. 854C-20ML)

Citroenzuur-natriumcitraat, 1,5 mol/L. Gevaar. Veroorzaakt huidirritatie. Veroorzaakt ernstig
oogletsel. Inademing van stof/rook/gas/nevel/damp/spuitnevel vermijden. Kan irritatie

van de luchtwegen veroorzaken. Draag beschermende handschoenen/oogbescherming/
gezichtsbescherming.

Vereiste, maar niet meegeleverde speciale materialen

e Scott's kraanwatervervangingsconcentraat catalogusnr. S5134
e Aceton, ACS-reagens

Opslag en stabiliteit

Bewaar Fast Blue RR-zout onder 0 °C. Bewaar Naftol AS-MX fosfaat alkalische oplossing in de
koelkast (2-8 °C). Reagentia zijn stabiel tot de vervaldatum.

Bewaar Mayer's hematoxyline-oplossing goed afgesloten bij kamertemperatuur (18-26 °C),
afgeschermd van licht. Plaats de oplossing niet terug na gebruik in een Coplin-potje. Gooi weg
als de tijd voor geschikte kleuring de in de procedure aanbevolen tijd met meer dan 5 minuten
overschrijdt.

Bewaar geconcentreerde citraatoplossing bij kamertemperatuur (18-26 °C). Bewaar citraat-
werkoplossing in de koelkast (2-8 °C). Citraatoplossingen zijn geschikt voor gebruik in afwezigheid
van microbiéle groei.

Voorbereiding

Fast Blue RR-zout, naftol AS-MX fosfaat alkalische oplossing en Mayer's hematoxyline oplossing
worden gebruiksklaar geleverd voor gebruik in de procedure.

Bereid de citraat-werkoplossing door 2 mL citraatconcentraatoplossing met gede-ioniseerd water te
verdunnen tot 100 mL.

Om fixeeroplossing (citraatgebufferde aceton, 60%) te bereiden, moet citraat-werkoplossing
worden verwarmd tot kamertemperatuur (18-26 °C). Voeg onder voortdurend roeren 2 delen van
de citraat-werkoplossing toe aan 3 delen aceton. Gooi weg na gebruik.

Scott's kraanwatervervangende werkoplossing wordt bereid door 1 deel Scott's
kraanwatervervangingsconcentraat te verdunnen met 9 delen gede-ioniseerd water.

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

Vers bloed of beenmergfilms of monsters die geanticoaguleerd zijn met heparine mogen gebruikt
worden.* EDTA moet VERMEDEN worden.* Bloedsmears moeten binnen 8 uur na bereiding gekleurd
worden op enzymactiviteit. Als dit echter niet mogelijk is, kan het geleidelijke verlies van alkalische-
fosfataseactiviteit worden vertraagd door fixatie en overnachting in de vriezer.# Films moeten ten
minste 1 uur vaor fixatie en 3 uur na fixatie worden gedroogd alvorens in te vriezen.

Opmerkingen

Er is een schaarste aan gegevens over verbindingen die de leukocyten alkalische fosfatase-activiteit
(LAPA) kunnen verstoren. Van bepaalde geneesmiddelen en andere stoffen is bekend dat ze de
circulerende alkalische-fosfataseactiviteit beinvloeden.® Orale anticonceptiva, cortisol en stress
kunnen leiden tot verhoogde scores van leukocyten alkalische fosfatase.®

Voer de procedure uit met positieve controles. Deze kunnen verkregen worden van patiénten met
pyogene leukocytose, of vrouwen in het derde trimester van de zwangerschap of tijdens de eerste
dagen na de bevalling. Leukocyten alkalische-fosfatasescores van deze personen zijn meestal hoger
dan 100. Een negatieve controle kan bereid worden van een normaal gefixeerde smear door deze

1 minuut in kokend water te dompelen om het enzym te inactiveren. Controlefilms kunnen tot

1 jaar bewaard worden mits ze gefixeerd bewaard worden, verpakt in Parafilm® bij -70 °C. Deze
films moeten ten minste 1 uur voor fixatie en 3 uur na fixatie aan de lucht worden gedroogd
alvorens in te vriezen.

Het wordt sterk aanbevolen dat elk laboratorium zijn eigen verwachte bereik vaststelt, kenmerkend
voor de lokale populatie.

De procedure is afhankelijk van de subjectieve beoordeling van de gekleurde cellen. Dit kan
resulteren in een grote variatie in de verkregen scores. De temperatuur van het reactiemengsel
moet tussen 18-26 °C worden gehouden. Lagere temperaturen resulteren in aanzienlijk lagere
scores. Boven 30 °C neemt de activiteit duidelijk toe. Eosinofielen kleuren niet, maar kunnen
herkend worden aan dubbellobbige kernen en grote refractiele granula.

Procedure

1. Meet 48 mL gedestilleerd water af in een geschikte bak en stel de temperatuur in op 18-26 °C.

2. Bereid diazoniumzout-oplossing:
Los de inhoud van één capsule Fast Blue RR-zout op in gedestilleerd water (uit stap 1).
Een magneetroerder kan nuttig zijn.

3. Voeg 2 mL naftol AS-MX fosfaat alkalische oplossing toe aan de verdunde diazoniumzout-
oplossing (uit stap 2). Mengen.

4. Breng de fixeeroplossing op kamertemperatuur (18-26 °C). Fixeer de objectglaasjes door
ze 30 seconden onder te dompelen in fixeeroplossing. Spoel voorzichtig 45 seconden in
gede-ioniseerd water. Laat de objectglaasjes niet drogen.

5. Voeg de objectglaasjes toe aan het alkalische kleurstofmengsel (uit stap 3) en incubeer
30 minuten bij 18-26 °C. Bescherm ondergedompelde objectglaasjes tegen direct licht. Gooi
het alkalische kleurstofmengsel weg na gebruik.

6. Verwijder de objectglaasjes na 30 minuten en spoel ze grondig af met gede-ioniseerd water
gedurende 2 minuten. Laat de objectglaasjes niet drogen.

7. Plaats de objectglaasjes gedurende 10 minuten in Mayer's hematoxyline-oplossing.

8. Spoel de glaasjes na tegenkleuring met gede-ioniseerd water. Dit resulteert in een
roodviolette kernkleuring.

9. Evalueer microscopisch. Als coverslippen nodig is, gebruik dan alleen een waterig inbedmiddel.

Prestatiekenmerken

Scoremethode

Scan de film (900X) en selecteer een dun gebied waar erytrocyten elkaar nauwelijks raken.
Locaties met fosfatase-activiteit verschijnen als blauwe granula. Selecteer 100 opeenvolgende
gesegmenteerde en bandvormige neutrofiele granulocyten. Geef een score 0 tot 4+ op basis van
de hoeveelheid en intensiteit van de neergeslagen kleurstof in het cytoplasma van deze cellen.
Raadpleeg Tabel 1 voor de kenmerken van de scores. Het totaal van de scores van 100 cellen wordt
beschouwd als de score.

Tabel 1. Kenmerken van scoren*

Neergeslagen azokleurstof in cytoplasma

Celscore Hoeveelheid** Grootte granule Kleuringsin- Achtergrond van
(%) tensiteit cytopl
0+ Geen - Geen Geen
1+ 50 Klein Vaag tot matig Kleurloos tot zeer
lichtblauw

2+ 50-80 Klein Matig tot sterk | Kleurloos tot lichtblauw
3+ 80-100 Middelgroot tot groot Sterk Kleurloos tot blauw
4+ 100 Middelgroot tot groot Schitterend Niet zichtbaar

* Tabel 1 vertegenwoordigt een aanpassing van waarnemingen van Kaplow.??
** Percentage van het volume cytoplasma ingenomen door neergeslagen azokleurstof.

Om de leukocyten alkalische fosfatase-activiteit (LAPA)-score te verkrijgen, wordt het aantal
getelde cellen vermenigvuldigd met de waarde voor celscore. Deze cijfers worden opgeteld om de
LAPA-score te verkrijgen, zoals weergegeven in de volgende voorbeelden:

Celscore Getelde score LAPA-score
0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Totaal 100 67

Verwachte waarden

De volgende scores werden verkregen bij Sigma-Aldrich voor 20 normale personen. Er werd bloed
afgenomen in gehepariniseerde buisjes en de films werden binnen een uur gemaakt.

Fast Blue RR
LAPA-gemiddelde £ 1SD 96+44
LAPA-bereik 52-140
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Het volgende bereik aan scores werd verkregen bij deze 20 normale personen:

Fast Blue RR
32-182

Als de waargenomen resultaten afwijken van de verwachte resultaten, neem dan contact op met de
technische dienst van Sigma-Aldrich voor assistentie.

Verwachte waarnemingen

Bij mensen is de activiteit van alkalische fosfatase beperkt tot rijpe en bandvormige granulocyten.
Af en toe kan een zwakke kleuring in lymfocyten worden waargenomen. Beenmergosteoblasten en
endotheelcellen kleuren sterk.

Er werd een serie objectglaasjes geprepareerd met bloed van normale personen, vrouwen in het laatste
trimester van de zwangerschap, vroege postpartumpatiénten en personen die een leukemoide reactie
vertoonden. Negatieve controles werden bereid door hitte-inactivatie zoals beschreven. Verschillende
combinaties van Fast Blue RR en tegenkleuringen (methyleenblauwoplossing en Mayer's hematoxyline-
oplossing) werden in duplo uitgevoerd en de LAPA werd gescoord. De waarden die verkregen werden
op meerdere objectglaasjes van elke proefpersoon kwamen goed overeen en leken niet beinvioed

te worden door de gebruikte kleurings- of tegenkleuringsmethode. Bijvoorbeeld, 7 smears gemaakt
met bloed van een prenatale patiént leverden scores op variérend van 235-269 met een gemiddelde,
standaarddeviatie en variatiecoéfficiént van respectievelijk 255, 11,3 en 4,4%. Negatieve controles
toonden een volledige afwezigheid van gekleurd materiaal.

Analytische prestatiekenmerken
De resultaten van de analytische prestaties voor de gegeven tests, uitgevoerd op alle doelstructuren,
bevestigen 100% gevoeligheid, specificiteit en herhaalbaarheid.

Cat. Productbe-
nr. schrijving

Doel Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay

specificiteit gevoeligheid specificiteit gevoeligheid

Locaties van

FBS25 Fast Blue RR-zout activiteit 3van3 3van3 3van 3 3van3
Naftol AS-BI .

855 fosfaat alkalische Loaccattil\?iie\il?n 3van3 3van3 3van3 3van3
oplossing
Mayers

MHS1  hematoxyline- Kernen 3van3 3van3 3van 3 3van3
oplossing

854C Geconcentreerde Locaties van 3van 3 3van 3 3van 3 3van 3

citraatoplossing activiteit

Waarschuwingen en gevaren

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad en de etikettering van het product voor bijgewerkte informatie
over risico's, gevaren of veiligheid.

85L1:

b

H290 Kan bijtend zijn voor metalen.

H331 Giftig bij inademing.

P234 Uitsluitend in de oorspronkelijke verpakking bewaren.

P261 Inademing van nevel of dampen vermijden.

P271 Alleen buiten of in een goed geventileerde ruimte gebruiken.

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.

P390 Gelekte/gemorste stof opnemen om materiéle schade te vermijden.
P403 + P233 Op een goed geventileerde plaats bewaren. In goed gesloten verpakking bewaren.

85L2:

Sk

H290 Kan bijtend zijn voor metalen.

fap

H319 Veroorzaakt ernstige oogirritatie.

H331 Giftig bij inademing.

P234 Uitsluitend in de oorspronkelijke verpakking bewaren.

P261 Inademing van stof/rook/gas/nevel/damp/spuitnevel vermijden.
P264 Na het werken met dit product de huid grondig wassen.

P271 Alleen buiten of in een goed geventileerde ruimte gebruiken.

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.

Symbooldefinities
Symbolen zoals gedefinieerd in EN ISO 15223-1:2021
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Referenties

1. Kay HD: Plasma phosphatase in osteitis deformans and in other diseases of the bone. Br J Exp
Pathol 10:253, 1929

2. Kaplow LS: A histochemical procedure for localizing and evaluating leukocyte alkaline phosphatase
activity in smears of blood and marrow. Blood 10:1023, 1955

3. Kaplow LS: Leukocyte alkaline phosphatase cytochemistry: Applications and methods. Ann NY
Acad Sci 155:911, 1968

4. Proposed Standard: Histochemical Method for Leukocyte Alkaline Phosphatase H22-P, Vol 4, No 14,
National Committee for Clinical Laboratory Standards

5. Young DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests. Annals of Clinical Biochemistry.
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6. Elias JM: Principles and Techniques in Diagnostic Histopathology, Noyes Publications, New Jersey,
1982, pp 248-250

Contactgegevens

Om een bestelling te plaatsen, bezoek onze website op SigmaAldrich.com. Ga voor technische service
naar de technische servicepagina op onze website: SigmaAldrich.com/techservice.

Herzieningsgeschiedenis

Herz. 2.0 2014
Herz. 3.0 2016
Herz. 4.0 2023

Overgezet naar nieuwe sjabloon met huidige huisstijl. Gespecificeerd voor professioneel
gebruik in bedoeld gebruik en voorzorgsmaatregelen. Herzien beoogd gebruik

om aan te sluiten bij IVDR-richtlijnen. Veiligheidsinformatieblad bijgewerkt tot
veiligheidsinformatieblad. Contactgegevens bijgewerkt. Instructie om CLSI te volgen
voor monsterafname verwijderd. EN 980 verwijderd en gewijzigd in

EN ISO 15223-1:2021 voor symbolen. Contactinformatie over melding ongewenste
voorvallen toegevoegd. Referentie nr. 4 verwijderd en de referenties hernummerd.

Een tabel met de herzieningsgeschiedenis toegevoegd. Extra gevarenaanduiding
toegevoegd voor 854C-20ML en 855-20ML. Waarschuwingen en gevaren toegevoegd.
CH-REP informatie toegevoegd.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 @ 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61

5000 Aarau

Switzerland

De Initial M en Sigma-Aldrich zijn handelsmerken van Merck KGaA, Darmstadt, Duitsland of gelieerde
ondernemingen. Alle andere handelsmerken zijn eigendom van hun respectieve eigenaars. Gedetailleerde
informatie over handelsmerken is beschikbaar via openbaar toegankelijke bronnen.

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

The life science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Navodila za uporabo

Komplet za alkalno
fosfatazo levkocitov

Postopek st. 85

C€ SiGMa

Predvidena uporaba

Kompleti za alkalno fosfatazo Sigma-Aldrich so namenjeni splosni laboratorijski uporabi za
histolosko barvanje. Reagenti alkalne fosfataze so namenjeni samo za profesionalno »diagnosti¢no
uporabo in vitro«. Ta ro¢ni, kvalitativni, histokemicni postopek dokazuje aktivnost alkalne fosfataze
v levkocitih iz ¢loveske krvi ali filmov kostnega mozga. Histoloska vizualizacija z levkociti povezane
alkalne fosfataze je edinstvena tehnika, ki se trenutno pogosto uporablja v medicini.

Leta 1929 je Kay prvi¢ omenil prisotnost alkalne fosfataze v levkocitih.! Vendar je Kaplow Sele
mnogo let pozneje predstavil prakticno metodo barvanja za dokazovanje levkocitnega encima.?
Kaplow je kot substrat uporabil natrijev a-naftilfosfat, kot diazonijevo sol hitrodelujo¢o modro

sol RR in priporocil metodo ocenjevanja za semikvantitativne primerjave.? Predlagane so bile tudi
izboljSave, ki omogocajo dobro ohranitev celiéne morfologije. Nato je bil a-naftil fosfat nadomeséen
z naftol AS fosfatom. Omeniti velja, da je bila ugotovljena dobra korelacija med citokemi¢nimi in
biokemicnimi tehnikami za dolocanje aktivnosti levkocitnega alkalnega fosfata (LAPA).3

Z metodo Sigma-Aldrich se alkalna fosfataza levkocitov doloca v filmih krvi ali kostnega mozga,
potem ko jih nezno pritrdimo na stekelca. Fiksirane filme nato inkubiramo v raztopini, ki vsebuje
naftol AS-MX fosfat. Zaradi delovanja fosfataze se sprosti naftol AS-MX, ki se takoj poveze z
diazonijevo soljo in na mestih delovanja fosfataze tvori netopen, viden pigment.

Reagenti
Sol Fast Blue RR (kat. st. FBS25-10CAP)

Fast Blue, C.I. 37155, predhodno stehtane kapsule. Dejanska teza na kapsulo se razlikuje glede na
serijo barvil in je bila optimizirana z analizo.

Naftol AS-MX fosfatna alkalna raztopina (kat. $t. 855-20ML)

Naftol AS-MX fosfat, 0,25 % (m/v), puferiran pri pH 8,6, 25 °C. Nevarno. Povzroca drazenje koze.
Povzroca hudo draZenje oci. Lahko povzroCi drazenje dihalnih poti. Izogibajte se vdihavanju prahu/
dima/plina/meglice/par/razprsila. PRI ZAUZITIU: Takoj pokli¢ite CENTER ZA ZASTRUPITVE ali
zdravnika.

Mayerjeva raztopina hematoksilina (kat. st. MHS1-100ML)
Hematoksilin, certificiran, 1 g/I, C.I. 75290, natrijev jodat, 0,2 g/I, aluminij-amonijev hidroksid,
5 g/l, in stabilizatorji

Koncentrirana raztopina citrata (kat. st. 854C-20ML)

Citronska kislina - natrijev citrat, 1,5 mol/I. Nevarnost. Povzroca drazenje koze. Povzroca hude
poskodbe odi. Izogibajte se vdihavanju prahu/dima/plina/meglice/par/razprsila. Lahko povzroci
drazenje dihalnih poti. Nositi zas¢itne rokavice/zascito za o¢i/zas¢ito za obraz.

Posebni materiali, ki so potrebni, vendar niso prilozeni

e Scottov koncentrat nadomestka vode iz pipe, kataloska st. S5134
e Aceton, reagent ACS

Shranjevanje in stabilnost

Sol Fast Blue RR hranite pri temperaturi pod 0 °C. Naftol AS-MX fosfatno alkalno raztopino hranite
v hladilniku (2-8 °C). Reagenti so stabilni do izteka roka uporabnosti.

Mayerjevo raztopino hematoksilina hranite trdno zaprto pri sobni temperaturi (18-26 °C), zasciteno
pred svetlobo. Po uporabi v kozarcu Coplin raztopine ne vracajte v originalno posodo. Ce je ¢as,
potreben za ustrezno obarvanje, daljsi od ¢asa, priporoCenega v postopku, za ve¢ kot 5 minut,

ga zavrzite.

Koncentrirano raztopino citrata shranjujte pri sobni temperaturi (18-26 °C). Delovno raztopino
citrata hranite v hladilniku (2-8 °C). Raztopine citrata so primerne za uporabo v odsotnosti
mikrobne rasti.

Priprava

Sol Fast Blue RR, naftol AS-MX fosfatna alkalna raztopina in Mayerjeva raztopina hematoksilina so
pripravljene za uporabo v postopku.

Pripravite delovno raztopino citrata z razred¢enjem 2 ml koncentrirane raztopine citrata na 100 ml
z deionizirano vodo.

Za pripravo raztopine za fiksacijo (citratni puferirani aceton, 60 %) segrejte delovno raztopino
citrata na sobno temperaturo (18-26 °C). Ob stalnem mesanju dodajte 2 volumna citratne delovne
raztopine v 3 volumne acetona. Po uporabi zavrzite.

Delovna raztopina Scottovega nadomestka vode iz pipe se pripravi z razredéenjem 1 volumna
koncentrata Scottovega nadomestka vode iz pipe z 9 volumni deionizirane vode.

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, drzavnimi, pokrajinskimi ali nacionalnimi predpisi.

Postopek

Zbiranje vzorcev

Uporabijo se lahko filmi sveze krvi ali kostnega mozga ali vzorci, antikoagulirani s heparinom.*
Izogibajte se EDTA.* Krvne razmaze je treba v 8 urah po pripravi obarvati za encimsko aktivnost.
Cetoni mogoce, lahko postopno izgubo aktivnosti alkalne fosfataze odlozite s fiksacijo in
shranjevanjem ¢ez no¢ v zamrzovalniku.* Filme je treba posusiti vsaj 1 uro pred fiksacijo in 3 ure
po fiksaciji pred zamrzovanjem.

Opombe

Podatkov o spojinah, ki lahko vplivajo na aktivnost levkocitne alkalne fosfataze (LAPA), je malo.
Znano je, da nekatera zdravila in druge snovi vplivajo na aktivnost alkalne fosfataze v krvi.> Peroralni
kontraceptivi, kortizol in stres lahko povzrocijo povisane vrednosti levkocitne alkalne fosfataze.®

Izvedite postopek s pozitivnimi kontrolami. Te se lahko pridobi od bolnikov s piogeno levkocitozo
ali Zensk v tretjem trimesecju nosecnosti ali prvih nekaj dni po porodu. Rezultati levkocitne alkalne
fosfataze pri teh osebah obicajno presegajo 100. Negativno kontrolo lahko pripravite iz normalnega
fiksiranega razmaza tako, da ga za 1 minuto potopite v vrelo vodo, da se encim inaktivira.
Kontrolne filme lahko hranite do 1 leta, Ce jih hranite fiksirane, zavite v Parafilm® pri -70 °C.

Te filme je treba posusiti na zraku vsaj 1 uro pred fiksacijo in 3 ure po fiksaciji pred zamrznitvijo.

Priporocljivo je, da vsak laboratorij dolo¢i svoje pricakovano obmodje, znacilno za lokalno
populacijo.

Postopek je odvisen od subjektivne ocene obarvanih celic. To lahko povzroci velike razlike v
pridobljenih ocenah. Temperatura reakcijske mesanice mora biti med 18 in 26 °C. Pri nizjih
temperaturah bodo rezultati bistveno nizji. Pri temperaturi nad 30 °C se aktivnost izrazito poveca.
Eozinofilci se ne obarvajo, prepoznamo pa jih po dvokrakih jedrih in velikih lomljivih granulah.

Postopek

1. V ustrezno posodo odmerite 48 ml destilirane vode in nastavite temperaturo na 18-26 °C.

2. Pripravite raztopino diazonijeve soli:

Vsebino ene kapsule soli Fast Blue RR raztopite v destilirani vodi (iz koraka 1). V pomoc je
lahko magnetni mesalnik.

3. Razredceni raztopini diazonijeve soli (iz koraka 2) dodajte 2 ml naftol AS-MX fosfatne alkalne
raztopine. Mesajte.

4. Raztopino za fiksiranje segrejte na sobno temperaturo (18-26 °C). Stekelca fiksirajte tako,
da jih za 30 sekund potopite v fiksirno raztopino. V deionizirani vodi nezno izpirajte 45 sekund.
Ne dovolite, da se stekelca posusijo.

5. Stekelca dodajte mesanici alkalnega barvila (iz koraka 3) in jih 30 minut inkubirajte pri
temperaturi 18-26 °C. Potopljena stekelca zasCitite pred neposredno svetlobo. Po uporabi
zavrzite mesanico alkalnega barvila.

6. Po 30 minutah odstranite objektna stekelca in jih 2 minuti temeljito spirajte v deionizirani

vodi. Ne dovolite, da se stekelca posusijo.

Stekelca za 10 minut polozite v Mayerjevo raztopino hematoksilina.

8. Kontrastno obarvana stekelca 3 minute spirajte v deionizirani vodi. Pri tem se jedro obarva
z rdece-vijoli¢no barvo.

9. Ocenite mikroskopsko. Ce je potrebno prekrivanje, uporabite samo vodni medij
za pritrjevanje.

Znacilnosti delovanja

N

Nacin tockovanja

Preglejte film (900X) in izberite tanko podrocje, kjer se eritrociti komajda dotikajo. Mesta fosfatazne
aktivnosti bodo videti kot modre granule. Izberite 100 zaporednih segmentiranih in trakastih
nevtrofilnih granulocitov. Ocenite od 0 do 4+ na podlagi koli¢ine in intenzivnosti oborjenega barvila
v citoplazmi teh celic. Znacilnosti to¢kovanja so navedene v tabeli 1. Vsota ocen 100 celic se Steje
kot ocena.

Tabela 1. Znadilnosti tockovanja*

Oborjeno azobarvilo v citoplazmi

Ocena Koli¢ina** Velikost granul Intenzivnost Ozadje citoplazme
celic (%) obarvanja
0+ Brez - Brez Brez
1+ 50 Malo Sibko do zmerno Brezbarvno do zelo
bledo modro
2+ 50-80 Malo Zmerno do mocno Brezbarvno do
bledo modro
3+ 80-100 Srednje do veliko Mocno Brezbarvno do modro
4+ 100 Srednje do veliko Briljantno Ni vidno

* Tabela 1 predstavlja modifikacijo opazanj Kaplowa.??
** Odstotek prostornine citoplazme, ki jo zaseda oborina azobarvila.

Da bi dobili oceno aktivnosti alkalne fosfataze levkocitov (LAPA), Stevilo prestetih celic pomnoZzite
z vrednostjo za oceno celic. Te vrednosti se sestejejo, da se dobi ocena LAPA, kot je prikazano v
naslednjih primerih:

Ocena Prestet Rezultat
celic rezultat LAPA

0 60 0
1+ 20 20
2+ 14 28
3+ 5 15
4+ 1 4
Skupaj 100 67

Pri¢akovane vrednosti

Pri podjetju Sigma-Aldrich so za 20 normalnih posameznikov pridobili naslednje rezultate. Kri so
odvzeli v heparinizirane epruvete in v eni uri pripravili filme.

Fast Blue RR
Srednja vrednost 96 + 44
LAPA + 1SD
Razpon LAPA 52-140

Pri teh 20 normalnih posameznikih je bil dosezen naslednji razpon rezultatov:

Fast Blue RR
32-182

Ce opazeni rezultati odstopajo od priakovanih, se za pomo¢ obrnite na oddelek za tehni¢no pomoé
podjetja Sigma-Aldrich.
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Pri¢akovana opazanja

Pri ljudeh je aktivnost alkalne fosfataze omejena na zrele in pasovno oblikovane granulocite.
Obcasno lahko v limfocitih opazimo Sibko obarvanje. Osteoblasti kostnega mozga in endotelijske
celice se moéno obarvajo.

Serija stekelc je bila pripravljena z uporabo krvi, pridobljene od normalnih oseb, zensk v zadnjem
trimesecju nosecnosti, bolnic v zgodnjem poporodnem obdobju in oseb z levkemi¢no reakcijo.
Negativne kontrole so bile pripravljene s toplotno inaktivacijo, kot je opisano. Razlicne kombinacije
Fast Blue RR in kontrastnih barvil (raztopina metilen modrega in Mayerjeva raztopina hematoksilina)
so bile izvedene v ve¢ ponovitvah, vrednost LAPA pa je bila ocenjena. Vrednosti, pridobljene na ve¢
preparatih, pripravljenih na vsakem subjektu, so se tesno ujemale in ni bilo videti, da bi nanje vplivala
uporabljena tehnika barvanja/kontrastnega barvanja. Na primer, pri 7 razmazih, narejenih s krvjo
prenatalne pacientke, so bili rezultati v razponu od 235 do 269 s povpre¢nim, standardnim odklonom
in koeficientom variacije 255, 11,3 oziroma 4,4 %. Negativne kontrole so pokazale popolno odsotnost
obarvanega materiala.

Znacilnosti analiticne ucinkovitosti

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

Kat. Opis izdelka Cilj Specific- Obcutlji- Specific-  Obcutljivost
st. nost znot-  vost znot- nost med med testi
raj testa raj testa testi
Lokacije
FBS25  Sol Fast Blue RR aktivnosti 3o0d3 3o0d3 3od3 3od3
Naftol AS-MX =
855  fosfatna alkaina  oKacle 30d3 30d3 30d3 30d3
raztopina
Mayersova
MHS1 raztopina Jedra 3o0d3 30d3 3o0d3 3o0d3
hematoksilina
854C Koncentrirana Lokacije 30d3 30d3 30d3 30d3
raztopina citrata aktivnosti

Opozorila in nevarnosti

Vse posodobljene informacije o tveganju, nevarnosti ali varnosti najdete na varnostnem listu in
oznaki izdelka.
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£\ &2

H290 Lahko je jedko za kovine.

H331 Strupeno pri vdihavanju.

P234 Hranite samo v originalni embalazi.

P261 Ne vdihavati meglice ali hlapov.

P271 Uporabljati le zunaj ali v dobro prezra¢evanem prostoru.

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.

P390 Odpraviti razlitje, da se prepreci materialna skoda.
P403 + P233 Hraniti na dobro prezratevanem mestu. Hraniti v tesno zaprti posodi.

85L2:
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H290 Lahko je jedko za kovine.

H319 Povzroca hudo drazenje oci.

H331 Strupeno pri vdihavanju.

P234 Hranite samo v originalni embalazi.

P261 Ne vdihavati prahu/dima/plina/meglice/hlapov/razprsila.
P264 Po uporabi temeljito umiti koZo.

P271 Uporabljati le zunaj ali v dobro prezraéevanem prostoru.

P304 + P340 + P311 PRI VDIHAVANJIU: 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 prislo do resnega
incidenta, o tem obvestite proizvajalca in/ali njegovega pooblaséenega zastopnika
ter ustrezen drzavni organ.

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

Ce Zelite oddati narotilo, obié¢ite nade spletno mesto SigmaAldrich.com. Ce Zelite tehni¢no pomog,
obiscite stran tehni¢nega servisa na nasem spletnem mestu SigmaAldrich.com/techservice.

Zgodovina revizij

Rev. 2.0 2014
Rev. 3.0 2016
Rev. 4.0 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. Odstranjena je referenca $t. 4 in vnovi¢no osteviléenje referenc.
Dodana je preglednica zgodovine revizij. Dodano je dodatno opozorilo o nevarnosti za
854C-20ML in 855-20ML. Dodana so opozorila in nevarnosti. Dodane so bile informacije
o zastopniku v Svici.
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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

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,

Germany

MDSS CH GmbH

Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

Zacletna ¢rka M in Sigma-Aldrich sta blagovni znamki druzbe Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija ali njenih
pridruzenih druzb. Vse druge blagovne znamke so last posameznih lastnikov. Podrobne informacije o blagovnih
znamkah so na voljo v javno dostopnih virih.
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