CS 264 878 B1

CESKOSLOVENSKA

SOCIALISTICKA

REPUBLIKA
(19)

FEDERALNI URAD
PRO VYNALEZY

POPIS VYNALEZU
K AUTORSKEMU OSVEDGENI

(22) P¥ihléZ%eno 07 05 87
(21) pv 3253-87.B

(40) Zve¥ejnéno 15 12 88

(45) Vydéno 15 12 89

264 878

an
(13)

®1)

1) e 1.4

G 01 N 33/15 /
G 01 N 33/72

(75)
Autor vynélezu

MOZISEK MAXMILIAN RNDr. CSc., MOZIBSKOVA JARMILA, BRNO

(57) ReSeni e tyk4
konverzniho radztoku

(54) Hemolyzatni a konverzni roztok pro velkokapacitni automatické

poditade krevnich &éstic

sloZenf hemolyza&niho a
pro velkokapacitni auto-

matické po&ita¥e krevnich &4stic a fotokolo-

rimetrické stanoveni

kého kyanidu, 0,05
sitanu, dusiénanu, c
midnanu, 5 aZz 20 g C
amoniumbromidu, nap¥
hexadecyltrimetylamo
oxyetylovaného Cg a%
klad oxyetylovaného

obsahujicfho 50 aZ 6
Optimdlni hodnota pH
roztoku je zajiSténa
chloridu sodného p.

du draselného p. a.,
re&nanu sodného a 4,

hemoglobinu ve formé

10 TE-C;
fklad tetradecyl- nebo
niumbromidu, a 2 aZ 1l6 g
Cy5 alkylfenolu, napfi-
nonyl- nebo decylfenolu,
0 % hmot. etylenoxidu.

a stabilita vlastnostf
ptitomnosti 7 aZ 9 g
a., 0,3 aZ 1,0 g chlori-
0,45 g dihydrogenfosfo-
90 g hydrogenfosforelna-

nu dvojsodného v jednom litru roztoku.




264878 2

Predmétem vyndlezu je hemolyza¥nf a konverzni roztok pro velkokapacitni automatické po-
&{tade krevnich &4stic a fotokolorimetrické stanovenf hemoglobinu ve formé hemiglobinkyanidu,
obsahujicf alkalicky kyanid, anorganické oxida&nf &inidlo, hemolyza&n{ &inidlo ze skupiny
halogenidi alkyltrimetylamonia a dale solubiliza¥ni a emulga¥ni p¥fsadu v osmoticky vyvadZeném
tlumivém roztoku.

M&F¥eni podtu krevnich &astic spodivd nejdast®ji na principu indikace zm&n vodivosti
elektrolytu protékajiciho kalibrovanym otvorem. V okamZiku prichodu &4stic, napfiklad erytro-
cytd nebo leukocytd, nastévd zmendeni prifezu kalibrovaného otvoru, které je indikovéno jako
elektricky impuls. Tyto impulsy jsou po zesileni elektronicky seditdny za celou dobu pritoku
konstantniho objemu z¥ed&né krve. Amplituda elektrickych impulst je p¥itom Gm&rnd prifezu
p¥ipadn& velikosti %4stice, takfe timto zplsobem lze stanovit distribuci velikosti erytrocyti
a leukocytfi. Po hemolyze erytrocytld a kvantitativnf konverzi hemoglobinu na hemiglobinkyanid
(kyanmethemoglobin) se fotokolorimetricky nebo spektrofotometricky (v gsouladu s doporudenim
International Comittee on the Standardization for Hematology) stanovuje také koncentrace

hemoglobinu.

Komer&ni velkokapacitni plnoautomatické piistroje jsou Fedeny tim zplisobem, ¥e samostat-
n& zpracujf odebrané vzorky krve. Nap#fklad Coulter Counter Model S m&¥{ automaticky celkem
7 hodnot vyznamnych z hlediska hematologického vySet¥eni pacienta. Pro jedno takové m&Feni je
zapot¥ebi 1 ml krve, ze které p¥istroj odpipetuje objem pro ndsledujici automatické ¥ed&ni
krve ve dvou stupnich isotonickym roztokem; po promichdni se v prvém modulu piistroje stano-
vuji podty leukocytl a koncentrace hemoglobinu, druhy ve vice nareddném vzorku krve stanovi
podty erytrocytd a jejich st¥edni objem. Ka¥dy z obou modulll je vybaven blokem t¥{ spojenych
po&itacich trubic s kalibrovangm otvorem. Soubor ddajl je p¥ivadén do vyhodnocovaciho bloku,
kde se déle vypo&itajf hodnoty HCT, MCH a MCHC. Viech sedm charakteristickych ddajt se poté
vytiskne na identifikadni kartu pacienta. Srovnatelné velkokapacitrni po¥ftate krevnich &istic
s automatizovanym provozem vyrédb&né jinymi firmami vychézejf ze stejného principu funkce.
Technické mo¥nosti dané rozsahem zkoufek hematologickych charakteristik pacientd a jejich
xapacita v&ak mohou byt do jisté miry rozdflné.

v8echny p¥istroje pro hodnoceni hematologickych Gdaji vyuiivajfci zmén vodivosti elektro-
lytu vy%aduji k provozu specidln{ roztoky, jejich% vlastnosti, zv145t& rychlost hemolyzy
erytrocytd a rychlost konverze hemoglobinu na hemiglobinkyanid jsou pfizptisobeny &asovému
sledu jednotlivych fézi pragovniho cyklu. Hemolyza&ni a konverzni roztok p¥itom nesmf ovliv-
fiovat objem leukocytl po hemolyze a musi zamezit agregaci stromat erytrocytf, popfipadé sré-

Yenf proteindl krevni plazmy.

Souhrnn& je moino poZadavky vlastnost{ hemolyza&niho a konverzniho roztoku pro velkoka-
pacitni automatické po&itale krevnich &4stic a stanoveni hemoglobinu ve form& hemiglobinkya-
nidu formulovat takto: rychld hemolyza erytrocytd, osmotickd vyvéZenost, vylougeni cizich
suspendovanych &4stic, rychlé p¥emé&na hemoglobinu na hemiglobinkyanid a stabilita vlastnosti
v dob& skladovéni.

Prib&h p¥emény hemoglobinu na hemiglobinkyanid lze sledovat velmi dob¥e spektrofotomet-
ricky s vyuZitim rychlého zéznamu ve vymezeném rozsahu spektra. N4rtst koncentrace hemiglobin-
kyanidu G&inkem hemolyza&niho a konverzniho roztoku hodnotime podle absorbance p¥i vlnové
délce 540 nm.

Rychlost hemolyzy erytrocytl je z4visld na volb& hemolyzujici sloZky roztoku, kterou je
obvykle n&kterd z kvartérnich amoniovych solf, nejdast&ji tetradecyltrimetylamoniumbromid,
hexadecyltrimetylamoniumbromid, etylhexadecyldimetylamoniumbromid, poptfpad® jejich smési.
Rychlost hemolyzy nardsté s koncentraci uvedenych 48inngch létek v roztoku. Podle praktickych
zkufenosti lze rychlost hemolyzy V poZadovaném rozsahu regulovat volbou druhu a koncentrace

kvartérnich amoniovych solf.

velikost a stabilita rozmdr leukocytd po hemolyze erytrocytd G&inkem hemolyza&niho a
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konverzniho roztoku je z4vislad p¥edeviim na osmotickych pom&rech. Nezménénd velikost leuko-
cytd je za pfedpokladu isotoni&nosti z¥ed&né krve podmin&na v z&sadé hodnotou osmolality
hemolyza&nfho a konverznfho roztoku, kterd mé byt na drovni 330 110 mOsmol/l. P¥{1i%né od-
chylky od stanovené osmolality roztoku se koriguj{ obsahem osmoticky aktivnich neutrdln& re-
agujicich anorganickgch soli, nap¥fklad chloridu sodného nebo chloridu draselného.

Reakce roztoku se md pohybovat v mirn& alkalické oblasti s rozsahem hodnot pH mezi 7,5
a% 9,0. Mfrnd alkalita hemolyza&niho a konverznfho roztoku je pot¥ebnd nejen z hlediska za-
ji%t&ni pofadované reaktivity &inngch slofek, ale také proto, aby bylo zabrén&no hydrolyze
alkalickych kyanidd spojené s dnikem toxického éCN. Optimdln{ hodnoty pH a souasn& stability
vlastnost{ hemolyzadnfho a konverzniho roztoku pro velkokapacitn{ automatické polftale krev-
nich &4stic dosdhneme tim, %e pro rozpoudténi ddinngch latek zvolime tlumivy roztok na bézi
hydrogenfosfore&nanu sodného.

JestliZe chceme zfskat podty leukocytl, které odpovidajf skute&nosti, pak v na¥ed&ném
roztoku krve a také pouZitém hemolyza&nim a konverznim &inidle nesm{ byt p¥ftomny suspendova-
né &&stice v takové mi¥e, kterd by mohla ovlivnit nam&¥ené hodnoty. Druh a také plvod cizich
4stic miZe pfitom byt v zdsadé dvojf. M&¥eni leukocytd v na¥eddném vzorku miZe nep¥f{znivé
ovlivnit agregace &&stic vznikajicich rozpadem oballd erytrocytd (stromata). JestliZe pouZi-
jeme vhodny tenzid jako solubilizator, pisobi tento proti agregaci stromat a naopak 4&inn&
podporuje jejich dal&f rozpad (stromatolyza). Jingm, mnohdy vydatnym zdrojem suspendovanych
%4stic v roztoku jsou nedistoty p¥itomné v pouitych chemik&lifch. C4stice suspendované
v samotném hemolyzadnim a konverznim roztoku se odstrafujf tlakovou ultrafiltraci p¥es membré-
nové ultrafiltry s pdéry velikosti 0,2 a% 0,6 mam. Ultrafiltrace p¥ipraveného roztoku je zafa-
zena na z4avdr technologického postupu jeho vyroby.

7 hlediska Sasového programu velkokapacitnich automatickgch podftadd krevnich &istic a
soudasn& hemoglobinometrl je velmi dtleZitd rychlost oxidace hemoglobinu na hemiglobin, kterd
mus{ odpovidat pracovnimu programu piistroje. Oplné konverze na hemiglobinkyanid mus{ byt do-
sa¥eno v dob& pred zahdjenim fotokolorimetrického m&f¥en{ jeho koncentrace. Oxidace hemoglobinu
na hemiglobin probfh4 ji%¥ tG&inkem kvartérnich amoniovych solf, p¥ifem? rychlost oxidace je
pro jednotlivé typy odlifnd. Proces oxidace je vak t¥eba v zdjmu zv§Seni celkové rychlosti
konverze zintenzf{vnit. Z t&chto divodd byl experimentdln® sledovén vliv p¥fsady oxidad&nich
&inidel na rychlost konverze hemoglobinu na hemiglobin. Oxidovadla pro dlely prizkumu byla
vybréna tak, aby nedochdzelo k ovlivn&n{ ostatnich popsan?ch funkc{ hemolyza&niho a konverz-
nfho roztoku a pfipadnému poklesu jeho stability. T&mto po¥adavkim vyhov&ly zejména alkalické
dusitany, dusi&nany, chlore&nany a bromi&nany, p¥iddvané v mnoZstvi 0,05 a%¥ 0,8 g/l roztoku.
P¥11i% vysok¢ obsah oxidadnich &inidel mi%e zplisobit sniZenf stability hemolyza&niho a kon-
verznfho roztoku a tfm zkrécenf doby jeho pouZitelnosti. Jako nejudinndj¥{ se ukdzala zejména
p¥isada dusi&nanu draselného nebo bromi&nanu draselného v mno¥stvi 0,1 a%¥ 0,3 g/1.

Reakci s alkalickymi kyanidy se hemiglobin ddle ptevadi na hemiglobinkyanid (kyanmethemo-
globin). Rychlost této reakce je Umdrnd p¥edeviim koncentraci p¥itomného alkalického kyanidu
v roztoku. % hlediska zachovani p#iznivgch hygienickych pracovnich podminek v hematologickych
laborato¥fch je %&douci obsah alkalickych kyanidd v hemolyza&nim a konverznim roztoku udrZo-
vat na co nejni%${ drovni, p¥{pustné dosahovanou reaktivitou.

K uspokojenf{ dané pot¥eby p¥i respektovéni shora zmin&ngch po¥adavkd smdfuje hemolyzani
a konverzni roztok pro velkokapacitni automatické poditade krevnich &dstic a fotokolorimet-
rické stanoveni hemoglobinu ve formé& hemiglobinkyanidu, obsahujfci alkalicky kyanid, anorga-
nické oxida¥nf &inidlo, hemolyzadnf &inidlo ze skupiny halogenidd alkyltrimetylamonia a ddle
solubilizadnf a emulga&nf{ p¥fsadu v osmoticky vyvédZeném tlumivém roztoku, podle vyndlezu,
jeho% podstata spo&ivd v tom, %e jeden litr hemolyzadniho a konverzniho roztoku obsahuje
0,1 a% 0,8 g alkalického kyanidu,
0,05 a%Z 0,6 g alkalického dusitanu, dusiénanu, chlore&nanu a/nebo bromi&nanu,
5 a% 20 g Cq a% Cig alkyltrimetylamoniumbromidu, napfiklad tetradecyl- nebo hexadecyltrime-

tylamoniumbromidu a
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2 a% 16 g oxyetylovaného CB aZ C15 alkylfenolu, nap¥iklad oxyetylovaného nonyl- nebo decyl-
fenolu, obsahujfcfho 50 a% 60 % hmot. etylenoxidu.

Hemolyzaénf a konverzni roztok obsahuje ddle v jednom litru

7 a% 9 g chloridu sodného p. a.,

0,3 aZ 1,0 g chloridu draselného p. a.,
0,45 g dihydrogenfosforednanu sodného a
4,90 g hydrogenfosfore&nanu dvojsodného.

,Tiﬁ je zarudeno jeho osmotické vyvé¥eni, optimdlni hodnota pH a stabilita.

K p¥ipravé hemolyzadnfho a konverznfho roztoku podle vyndlezu se pouZiv4 uzaviené apara-
tury zhotovené z chemického skla, které mé& dostate&nou odolnost proti agresivnim sloudeniném.
SloZky roztoku se rozpouétéji za stélého michénf v destilované nebo demineralizované vodé&
teploty 20 a% 30 % v pofadf uvedeném v jednotlivych p¥ikladech provedeni. Dalif{ chemikédlie
se p¥iddv4 vidy a¥ po Uplném rozpult&ni predchozi. Po zamichdnf roztoku a 24hodinovém stdni
se provadi kontrolnf m&¥eni hodnoty pH (8,5 %0,5) a osmolality (330 10 mOsmol/l). Odchylky
od stanovenych hodnot se koriguji pffsadou NaCl, KC1, NaH,PO,, NAZHPO4, p¥{padn& destilované
nebo demineralizované vody. Jako z&v&re¥nd operace je za¥azena tlakové ultrafiltrace p¥ipra-
veného roztoku, jeji¥ vysledek se kontroluje m&¥enim obsahu &4stic vyuZitim automatickych
po&itadld téhoi prinéipu a provedeni, pro které je hemolyzalni a konverzni roztok ur&en.

P¥fklady provedehi
P¥1{klad 1

Hemolyzadni a konverznf roztok pro velkokapacitni automatické politale krevnich &dstic
a stanoven{i hemoglobinu ve form& hemiglobinkyanidu se pf¥ipravi postupnym rozpou¥t&nim nile
uvedenych substanci v destilované vodé&: ‘

NaCl p. a. 7,84 g
KCl p. a. 0,60 g
NaH,PO, . 2 Hy0 0,45 g
Na2HP04 .12 H20 4,90 g
cetyltrimetylamoniumbromid &. 12,00 g
" KNO, 0,28. g
oxyetylovany nonylfenol obsahujfcf 50 % EO 10,00 g
KCN p. a. 0,33 g
destilovand voda do 1 000,00 g

Po kontrole pH a osmolality a p¥ipadn& dpravé t&chto hodnot se roztok zbavi suspendovanﬁch
&4stic dvojndsobnou tlakovou filtraci pfes membrdnovy filtr 0,45 um.

P¥{iklad 2

Hemolyzadni a konverzni roztok pro velkokapacitni automatické po&itale krevnich &&stic
a stanoven{ hemoglobinu ve formé& hemiglobinkyanidu se zisk& rozpudt&nim jednotlivych chemik4-
1if v uvedeném po¥adi v destilované vodé&:

NaCl p. a. 7,92 g
KCl p. a. 0,44 g
NaH,PO, . 2 H,0 0,45 g
Na,HPO, . 12 H,0 - 4,90 g
tetradecyltrimetylamoniumbromid. &. 12,00 g
NaNO2 0,25 g
oxyetylovany decylfenol obsahujfci 50 % EO 10,00 g
KCN p. a. 0,33 g

g

destilovand voda do 1 000,00

Po kontrole hodnot pH a osmolality se roztok zbavi suspendovangych &&stic dvojnédsobnou tlako-
vou ultrafiltrac{ membrédnovym filtrem 0,45 A,
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p¥fklad 3

Hemolyza¥ni a konverzni roztok pro velkokapacitni automatické poditafe krevnich &stic
a stanoveni hemoglobinu ve form& hemiglobinkyanidu se zisk4 postupnym rozpoust&nim niZe uve-
denych chemikdlif v destilované vodé&: '

NacCl p. a. . 7,92 g
KCl p. a. 0,44 g
NaH,PO, . 2 H,0 0,45 g
Na,HPO, . 12 H,0 4,90 g
dodecyltrimetylamoniumbromid &. ¢ 12,00 g
KBxO, 0,25 g
oxyetylovany nonylfenol obsahujifci{ 50 % EO 10,00 g
KCN p. a. 0,33 g
destilovand voda 1 000,00 g

PY¥ipraveny roztok se d&le podrobi dvojndsobné tlakové ultrafiltraci membrénovymi filtry o ve-
likosti pérd 0,45 am. .

Destilovanou vodu’ je moZno ve viech uvedenych ptikladech provedeni vyndlezu nahradit vodou

demineralizovanou.

PREDMET VYNALEZU

1. Hemolyza®ni a konverzni roztok pro velkokapacitni automatické po&itale krevnich Cés-
tic a fotokolorimetrické stanoven{ hemoglobinu ve form& hemiglobinkyanidu, obsahujfci alka-
licky kyanid, anorganické oxida&ni ¢inidlo, hemolyza&ni &inidlo ze skupiny halogenidd alkyl-
trimetylamonia a d&le solubilizadni a emulga&ni p¥isadu v osmoticky vyvaZeném tlumivém roz-
toku, vyznafeny tim, Ze jeden 1itr hemolyza&niho a konverzniho roztoku obsahuje
0,1 at 0,8 g alkalického kyanidu,

0,05 aZ 0,6 g alkalického dusitanu, dusidnanu, chlore&nanu a/nebo bromiénanu,

5 aZ 209 Cq, a% Cqig alkyltrimetylamoniumbromidu, napffklad tetradecyl- nebo hexadecyltrime-
tylamoniumbromidu a

2 a¥ 16 g oxyetylovaného Cg az Cis alkylfenolu, nap¥fiklad oxyetylovaného nonyl- nebo decylfe-
nolu, obsahujfciho 50 a¥ 60 % hmot. etylenoxidu.

2. Hemolyza&ni a konverzni roztok podlé bodu 1, vyzna&eny tim, Ze osmoticky vyvédfeny
tlumivy roztok obsahuje v jednom litru
7 a% 9 g chloridu sodného p. a.
0,3 a2 1,0 9 chloridu draselného p. a.
0,45 g dihydrogenfosfore&nanu sodného a
4,90 g hydrogenfosforeénanu dvojsodného.
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