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ИНСТРУКЦИЯ

п о  ПРИМ ЕНЕНИЮ  НАБОРА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ ЦИТО ХИМ ИЧЕСКО ГО  

ОПРЕДЕЛЕНИЯ М ИЕЛОПЕРОКСИДАЗЫ  В ЛЕЙКО ЦИТАХ  

(Д И А Х И М -Ц И Т О С Т Е Й Н -М П О )

1. Н азначен ие
Набор предназначен для цитохим ического  определения м иелопероксидазы  в л ей ко ц и ­

тах в клинико-диагностических лабораториях лечебно - проф илактических учр еж д ени й .
П ероксидазная реакция (определение активности м иелопероксидазы ) используется для 

выявления м иелоидны х клеточных элементов. Вместе с Ш И К -р еакц ией  и р еакц ией  на неспе­
цифическую эстеразу, м иелопероксидаза является одним  из основных цитохим ических м ето­
дов для диф ф еренциальной диагностики острых лейкозов.

2. Х арактеристика  набора
2 .1 . П р и нц ип  м етод а

Пероксидаза является ф ерм ентом  - лизосомальной каталазой, катализирую щ ей в при­

сутствии перекиси водорода окисление различных субстратов. При окислении ортотолидина, 
используемых в реакциях, образуются интенсивно окраш енны е соединения, в том  случае, если 

в клетке присутствует пероксидаза, при взаимодействии с которой перекись водорода разру­
шается с вы делением  кислорода, которы й и окисляет ортотолидин, переводя их в окраш енны е  

соединения
2 .2 . Состав набора
•  О рто-толидин -  12 флаконов (по 0 ,05  г)
•  Краситель азур-эозин по Ром ановском у - 1  флакон (50  мл);
•  Перекись водорода -  1 флакон (10  мл).



Ц итохимические исследования проводят в м азках крови, костного м озга, л ейкоконцен- 

трата, спинномозговой ж идкости, аспиратах лимф оузлов, селезенки , лейкозны х инфильтратах 

разной локализации.
М азки крови и костного м озга лучш е делать непосредственно из м атериала, полученного  

без добавления антикоагулянтов.
При вы раженной л ейкопении  цитохим ические исследования целесообразно проводить в 

препаратах, полученных из лейкоконцентрата  венозной крови.

Приготовленны е м азки не реком ендуется хранить более 24часов, т. к. активность боль­

шинства внутриклеточны х ф ерментов снижается.

Неф иксированные м азки м огут храниться в тем ноте в течение 3 недель.
В крови здоровы х лю дей 3- 16%  нейтрофилов окраш ены  резко  полож ительно, 60-90% - 

положительно, остальные -  слабо положительно. СЦК нейтрофилов здоровы х лю дей равен  

2,5б±0,033.
Реакция используется с целью диагностики острых лейкозов. При острых миелобластны х  

лейкозах активность ф ермента в бластах варьирует от ум еренной  до вы раж енной, при острых 

монобластны х- слабая, при острых лимфобластных -  отрицательная. М иел о пер окси д аза  выяв­

ляется в виде гранул ж елтого цвета в цитоплазм е клеток.

3. Аналитические и диагностические характеристики набора

4. М ер ы  п ред осторож ности  при работе с н аб о р о м .
Потенциальны й риск прим енения набора -  класс 1.
При работе с ним  следует соблю дать осторожность и не допускать попадания реагентов  

на кож у и слизистые; при попадании нем едл енно  промыть п о раж енной  место больш им коли­
чеством проточной воды. При проглаты вании следует выпить 0 ,5  л теплой воды и вызвать рво­

ту.
М еры  предосторожности -  соблю дение «Правил устройства, техники безопасности, про­

изводственной санитарии, противоэпидем ического  р еж и м а  и личной гигиены  при работе в 

лабораториях (отделениях, отделах) санитарно-эпидем ио-логических учреж д ени й  системы  

Министерства здравоохранения СССР» (М осква, 1981  г.)
При работе с набором  следует надевать одноразовы е резиновы е или пластиковые пер­

чатки.

5. О бо р уд о в ание , м атер иал ы , реагенты :
•  лотки для сушки и окраски мазков;

•  штатив для просуш ивания окраш енны х стёкол на воздухе в вертикальном  или наклон­
ном положении;

•  штатив («рельсы ») для окраски м азков на предм етны х стёклах;
•  емкости для фиксации и окраски;

•  пинцет или ш,ипцы для взятия предм етны х стёкол с препаратам и;
•  стёкла предм етны е;
•  микроскоп;
•  тайм ер;
•  чаш ки Петри

•  бумага фильтровальная;
•  вода дистиллированная;

•  масло им м ерсионное;
•  перчатки резиновы е или пластиковые.



•  пипетки

6. А нал изируем ы е пробы
М азки крови и костного мозга.
Материал д о л ж ен  быть свежесобранны м . Срок хранения не более 2 часов.
Препараты, приготовленны е из исследуемого м атериала, м огут храниться 3 - 5  дней  при 

комнатной тем пературе.

7. П ровед ение анализа
7.1 Подготовка к анал изу

7.1.1  Приготовление мазков крови и костного мозга:
2-3 мазка крови (или костного м озга) сделать на предм етны х стеклах с помощ ью  более  

узкого предм етного ш лиф ованного стекла следую щ им  образом .
На сухое пред м етное стекло, ближ е к короткой стороне наносят пипеткой небольшую  кап­

лю крови. П редм етное стекло следует держ ать  на столе или в левой руке за узкие края. Правой  

рукой приставить ш лиф ованное стекло узким  краем  к стеклу с кровью слева от капли под углом  

45° и продвинуть его вправо до соприкосновения с каплей крови. Выждать до тех пор, пока  

кровь расплывется по всему ребру шлиф ованного стекла, и затем  л егки м  быстрым д ви ж ен ием  

провести его справа налево до тех пор, пока не будет исчерпана вся капля. Капля крови долж на  

быть небольш ой и соразм ерна так, чтобы весь м азок помещ ался на стекле, не доходя 1 - 1 ,5  см 

до его края. Нельзя сильно наж им ать  на стекло, так как м ногие  клетки крови м огут оказаться 

повреж денны м и. Хорош о сделанны й м азок тонок, и м еет желтоваты й цвет и оканчивается "м е ­
телочкой".

После приготовления м азки следует быстро высушить на воздухе до исчезновения влаж­
ного блеска. При м ед л енно м  высыхании м о ж е т изменяться морф ология клеток крови

Приготовление препаратов костного мозга аналогично приготовлению  препаратов пери­
ферической крови.

7 .2 . П риготовление рабочих растворов реагентов
7.2.1  Приготовление рабочего раствора о-толидина
Растворить со д ер ж и м о е одного флакона орто-толидина в 3мл 9б^ этилового спирта и 

долить 2мл дистиллированной воды. Хорош о взболтать и п ер е д  у п о тр е б л ен и е м  добавить пи­
петкой 1 каплю 3% перекиси водорода.

7.2.2. Приготовление рабочего раствора красителя азур-эозин по Ром ановском у
Краситель азур-эозин по Ром ановском у разбавить дистиллированной водой в соотно­

шении 1:10.

Рабочий раствор красителя азур-эозин по Романовскому стабилен при комнатной температуре  

в течение 8 часов.

7.2.3. Реагенты готовые к прим енению :
-перекись водорода

Реагенты м ож но хранить при ком натной тем пературе в плотно закрытых флаконах, в 

защ ищ енном  отсвета месте в течение всего срока годности набора.

7 .3 . П р о вед ени е анализа
7.3.1. Фиксация мазков



Приготовленны е препараты  положить на лотки, выстланные фильтровальной бумагой, и 

высушить при ком натной тем пературе в течение 15 -  30  минут.
Высушенный на воздухе препарат заф иксировать в 10%  спирт-ф ормалиновой смеси в те­

чении 15 секунд, после чего промыть проточной водой в течение 10 секунд.

7.3.2. Окраска препаратов
П редм етны е стёкла с заф иксированны ми препаратам и поместить на штатив для окраски  

и на них налить свежеприготовленны й рабочий раствор с только что добавленной в него 3 % 

перекисью  водорода. Оставить на 15- 20 м инут при ком натной тем пературе.
Промыть дистиллированной водой в течение 10 секунд и пром окнуть фильтровальной бум а­
гой. Докрасить рабочим  раствором красителя Д иахим -Гем иС тейн-Р  в течение  

15-20  минут. Промы ть стекла в проточной воде 10 секунд.

Высушить окраш енны й препарат на воздухе при ком натной тем пературе в вертикаль­
ном или наклонном  пол ож ении.

М икроскопировать с им м ерсионной системой.

8. Результаты о кр аски :

М иелопероксидаза выявляется в виде гранул ж елтого цвета в цитоплазм е клеток.

9. Расчеты

При цитохим ических реакциях необходим о определить характер цитохим ических реакций- 
слабая, ум еренная, интенсивная, с указанием  процента полож ительно реагируюш,их клеток.

С этой целью прим еняю т полуколичественны й м етод  оценки  результатов в условных еди­
ницах или вы числением среднего цитохим ического коэффициента (СЦК).

П ринцип его заклю чается в оцен ке  интенсивности окраски и числа положительны х гранул  

при анализе 100 клеток:

О - отсутствие окраски цитоплазмы  расценивается как отрицательная реакция;
+ - слабодиффузное окраш ивание или единичны е гранулы в цитоплазм е;

++ - диффузная окраска цитоплазмы , наличие ум еренного  числа гранул;
+++ - интенсивное окраш ивание цитоплазмы , м ногочисленны е гранулы, заполняю ш,ие всю 
клетку.

После оценки интенсивности окраски цитохим ической реакции проводят расчет результатов в 

условных единицах или СЦК.

Вычисление среднего  цитохим ического коэффициента по формуле Astaldi и Verga: ЗхС+2хВ+А  

Оценка результатов в условных единицах по м етод ике  Karlow:
ЗхС+2хВ+А

СЦК=............................................, где
100

А -ко л и ч ес тв о  клеток со слабоположительной реакцией:
В - количество клеток с ум еренно  положительной реакцией;

С -  количество клетко с резко вы раженной реакцией.
При этом показатель активности реакций  в условных единицах м о ж е т  колебаться от О до 300, а 
СЦК -  от О до 3%.



10. Условия хранения и эксплуатации.
Хранение реагентов при t^ 2-8^ С в тем но м  месте.
Для получения надежны х результатов необходим о строгое соблю дение инструкции по 

прим енению  набора.

По вопросам, касаю щ имся качества набора Д И А Х И М -Ц И Т О С Т Е Й Н -М П О , следует обращ аться в 

ООО «НПФ  АБРИС+» по адресу: 196135, г. С анкт-Петербург, а /я  355; 196 14 3 , С .Петербург, пр. 
Гагарина, 65; тел ./ф акс:(812) 7 27 -2 4 -40 , 7 2 7 -8 8 -18 ; e -m ail: abhs@ abrisp lus.ru; h ttp : / /w w w .
abrisplus.ru. и в Институт государственного контроля лекарственны х средств ФГУ «НЦ Э С М П »  

Росздравнадзора по адресу:

117246, г. IVIocKBa, Научный проезд, д. 14 А. Тел: (495) 1 2 0 -6 0 -9 5 ,1 2 0 -6 0 -9 6 .

Ведущий врач-гематолог
НИИ Гематологии и трансф узиологии,
к.м.н Балашова

Д иректор по производству  

ООО НПФ «АБРИС+» С.Н. Горностаев

«СОГЛАСОВАНО»

Зав. кафедрой клинической  

лабораторной диагностики  

ГБОУ Д П О  РМ АПО  

М инздравсоцразвития России, 
Д.М.Н., профессор
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