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automatickymi pocitaci a hemoglobinu fotokolorimetricky ve formé kyanme-

themoglobinu

Vyndlez se tyka koncentrovaného hemolyzacni-

. ho a transformac¢niho roztoku uréeného pro stano-

! veni leukocytti automatickymi poéitaéi a pro foto-

kolorimetrické méfeni hemoglobinu ve formé
kyanmethemoglobinu v natedéném vzorku krve.

" K detekci krevnich &stic a m&Feni jejich objemii

se u samodinnych poéditaci vyuziva impulsti, vzni-

- kajicich zménou elektrické vodivosti sloupce krve

ziedéné isotonickym roztokem chloridu sodného
a proudici kapildrou v okamzZiku priichodu &4stice
kalibrovanym otvorem. OdliSny a méné casty
princip funkce vychéazi z fotoelektrické registrace
svételnych impulsit v disledku odstinéni nebo
‘odrazu koherentniho zafeni laseru na prochazeji-
‘cich casticich ziedéné krve. Metodicky postup
stanoveni poctu krevnich ¢astic, véetné doporuceni
vhodnych ¢inidel, je pfedepsan vyrobci samodin-
‘nych poéitaci.

Obsah hemoglobinu se méfi fotokolorimetricky
nejlépe v tomtéz nafedéném vzorku krve, po
konverzi hemoglobinu na kyanmethemoglobin.
Rozhodnutim International Committee of Stan-
dardization in Haematology byla kyanmethemo-
globinovad metoda doporucena pro stanoveni he-
moglobinu v medzindrodnim méfitku.

Kyanmethemoglobin (hemiglobinkyanid) je sta-

' bilni charakteristicky zabarvena sloucenina, po-
skytujici Siroké absorpéni spektrum s vrcholem pfi
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vinové délce 540 nm, ktera je vhodna pro fotoko-
lorimetrii. Dlouhodobd stabilita extinkce pfiprave-
nych roztoki kyanmethemoglobinu umoziuje po-
rovnani vysledkid riznych pracovi§t a zhotoveni
normalG pro standardizaci.

Stanoveni erythrocytli a leukocytt s vyuZitim
samocinnych pocitacti a hemoglobinu fotokolori-
metricky ve form& kyanmethemoglobinu ve zby-
1ém objemu nafedéného vzorku krve ma vzhledem
k vysoké efektivnosti pfednost pfed ostatnimi
postupy. Tato raciondlni metodika vSak vyzaduje
hemolyzaéni a transformaéni roztok o vysoké
ticinnosti, dlouhodobé skladovatelnosti a stabilité.
Mezi hlavnimi pozadavky je tfeba uvést minimaini
davkovani Cinidla do vzorku krve pfedepsaného
zfedéni, neméfitelnou absorpci ¢inidla v oblasti
vinové délky 540 nm, nepfitomnost pevnych sus-
pendovanych c¢astic vétSich neZ 2 nm, rychlou
hemolyzu erythrocytd pfed méfenim leukocyti
samodinnymi pocitaci a zachovani ptivodniho obje-
mu leukocytid. Roztok ¢inidla musi ddle zabezpedit
transformaci na kyanmethemoglobin do dvou mi-
nut s rezervou pro piipady zvySeného obsahu
hemoglobinu v krvi pacientti, zabranit koagulaci
proteind krevni plasmy a sraZeni lipidd, vyloudit
agregaci stromat erythrocytli a vznik opalescence
1 po dlouhé dobé skladovani fotokolorimetricky
proméfenych vzorki kyanmethemoglobinu.



Hemolyzaéni a transformaéni koncentrované

. roztoky pro uvedené ucely jsou doddvany vyrobci
samodinnych pocita¢l krevnich &astic. Jak bylo
zjiténo, dochazi Casto skladovdnim komerénich
_roztoktl ke Zloutnuti, které je zfejmé zpiisobeno
oxidaci alkalickych kyanidi na dikyan. Tyto zmény
maji za nasledek pokles reaktivity a zvySeni extink-
ce v oblasti vinové délky 540 nm, tedy v misté
absorpéniho maxima, pfisluSejictho kyanmethe-
moglobinu po pfidéni ¢inidla, a tim systematickou
odchylku naméfenych hodnot. Za béZnych teplot
prostfedi byla rovnéZ v fadé piipadi pozorovana
tvorba krystald v nasyceném roztoku cinidla s ne-
pFiznivymi désledky pro jeho funkci. Hemolyzac-
né-transformadni koncentrované roztoky vyrobci
samodinnych poé&italt &ini jejich vyuZiti zdvislym
na zahraniénich doddvkach a vysoka cena nepfizni-
vé ovliviinje ekonomiku provozu hematologickych
laboratofi.

Zminéné nevyhody odstrafiuje koncentrovany

" hemolyzaéni a transformadni roztok pro stanoveni -

» leukocytli automatickymi po&itaci a hemoglobinu
. fotokolorimetricky ve formé& kyanmethemoglobi-
nu, jehoZ podstata spocivé podle vyndlezu v tom, Ze

v redestilované vodé obsahuje S aZ 80 g/l hemoly- -
zaénich a soudasné& oxidadnich &inidel ze skupiny !

alkyltrimethylamoniumhalogenidii, napfiklad do-
decyltrimethylamoniumbromid, tetradecyltrime-
thylamoniumbromid a/nebo hexadecyltrimethyla-

moniumbromid; S aZ 80 g/l neionogenniho tensidu

jako solubilizdtoru hemolyza¢niho ¢inidla, protei-
ni a lipid& krevni plazmy, napfiklad oxyethylované

nasycené alifatické alkoholy s poétem C od 10 do

20 a/nebo oxyethylované estery nasycenych alifa-
tickych monokarboxylovych kyselin s poétem C od
.10 do 20; 0,6 aZ 10 g/l alkalického kyanidu,
- pteménujiciho hemiglobin na hemiglobinkyanid.
S vyhodou miiZe roztok podle vyndlezu obsaho-
vat 5 aZ 50 g/l alifatického alkoholu, napfiklad
. izopropylalkoholu nebo izobutylalkoholu, jako
odpétiovaci pfisadu.

Mezi vyhody navrhovaného feSeni patfi nepfi- -
tomnost mé¥itelného zbarveni roztoku v oblasti |

vlnové délky 540 nm i po dlouhodobém skladova-
ni, vysoka reaktivita, a tim rychld oxidace hemo-
globinu a pfeména na hemiglobinkyanid za 1 aZ
2 min., pfi ddvkovani 0,5 %, tj. 3 kapky na 10 ml
vzorku krve Ffedéného pro samocinny pocita
Coulter Counter DN nebo FN a s dostate¢nou
reservou pro zvyseny obsah hemoglobinu v krvi.
Pro potitaé Coulter Counter typu S je pfedepsano
jiné davkovani.

Dalsi ptednosti roztoku podle vyndlezu je sku-
te¢nost, Ze jeho komponenty nezpilisobuji oxidaci
alkalického kyanidu na dikyan, a tim zbarvovani do
Zluta ani po dlouhé dobé.

Tim je vylouden pokles reaktivity a chybné &teni
extinkci ve fotokolorimetrickém stanoveni hemo-
globinu. Vzhledem k pfitomnosti solubilizatoru
nedoch4zi ani dlouhodobym skladovanim pfi riiz-
nych teplotach prostiedi ke vzniku zdkalu vysréZe-
nim rozpusténvch substanci. Solubilizaéni pfisada
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ma rovnéZ antiflokulaéni finek pro stromata
erythrocytd.

Roztok podle ptedloZeného popisu lze pfipravit
za podstatng vyhodné&jsich cenovych relaci neZ .
srovnatelné zahraniéni vyrobky. Tim se také do-
sdhne zlepSeni provozni ekonomiky hematologic-
kych pracovi$t vybavenych samo¢innymi po&itaci.

V priibéhu vyvoje a pro ucely ovéfeni funkce
hemolyza¢niho a transformaéniho roztoku podle
vyndlezu v provozu hematologické laboratofe bylo
ke stanoveni potu leukocytt vyuZivdno poéitath
Coulter Counter typi DN a FN; rozsahly soubor
hédnot byl statisticky vyhodnocen a prokézény
vyhodné uZitné vlastnosti roztoku podle vynélezu.
Kinetika oxidace hemoglobinu a transformadéni
reakce na hemiglobinkyanid byla studovéana spek-
trofotometricky pfistrojem UNICAM SP.800 za
riznych koncentraci hemolyza¢né-transformalni-
ho roztoku. Laboratorni stanoveni hemoglobinu
fotokolorimetricky ve formé kyanmethemoglobi-
nu bylo odzkouseno s dobrymi vysledky na fotoko-
lorimetrech Linson Junior, Linson LK 540 a He-
moglobinometer Coulter. Bylo zji§téno, %e v pri- -
b&hu jednoroéniho skladovéni se uZitné vlastnosti
roztoku neméni, starnutim se jeho funkce naopak
stabilizuje.

Pfiprava koncentrovaného hemolyzacniho a
transforma&niho roztoku pro stanoveni leukocytt
automatickymi potita¢i a pro stanoveni hemoglo- .
binu fotokolorimetricky ve formé kyanmethemo-
globinu vysvitd z ddle uvedenych ptikladd.

Pfiklad 1

Koncentrovany hemolyzaéni a transformacni
roztok se pripravi postupnym rozpousténim 30 g
oxyethylovaného vysiiho mastného alkoholu s ob-
sahem 75 % ethylénoxidu, 30 g hexadecyltrime-

. thylamoniumbromidu a 3 g kyanidu draselného

v 800 ml redestilované vody o teploté 35 aZz 40 °C
za stdlého michani. Po ochlazeni na teplotu asi
20 °C se roztok doplni na objem 1000 ml a pfefil-
truje membranovym filtrem hustoty 2 aZ 4 nm. ’
Podle vysledki kontrolnich méfent se upravi jeho
hodnota pH, osmolalita a opakuje filtrace. Kon-
centrovany hemolyzaéné-transformadni roztok se
plni do zdsobnich kapacich lahvi¢ek z plastické
hmoty a pfechovdva pfi teploté mistnosti. Osvétle-
ni rozptylenym umé&lym & dennim svétlem neni na
zdvadu. Lahvigky je tfeba po odméfeni potfebného
objemu tésné uzavfit.

Piiklad 2

Koncentrovany hemolyzaéni a transformacni
roztok se ziska rozpousténim 30 g oxyethylované-
ho vy$§iho mastného alkoholu s obsahem 75 %
ethylénoxidu, 10 g dodecyltrimethylamoniumbro-
midu, 20 g hexadecyltrimethylamoniumbromidu
a 3 g kyanidu draselného v redestilované vodé
o teploté 35 az 40 °C. Po ochlazeni na teplotu 20 °C
se objem roztoku doplni na 1000 ml a ptefiltruje .



membrinovym filtrem hustoty 2 aZ 4 nm. Po
ovéfeni vlastnosti, ipravé hodnoty pH, osmolality
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a opakované filtraci se plni do zdsobnich lahvi¢ek

s dobfe tésnicim uzdvérem.

PREDMET VYNALEZU

1. Koncentrovany hemolyza¢ni a transformacni
roztok pro stanoveni leukocytli automatickymi
pocitaéi a hemoglobinu fotokolorimetricky ve for-
mé kyanmethemoglobinu v nafedéném vzorku
krve, vyznaleny tim, Ze v redestilované vodé
obsahuje 5 aZ 80 g/l hemolyzacnich a soucasné
oxidaénich &inidel ze skupiny alkyltrimethylamo-
niumhalogenidd, naptiklad do<~cyltrimethylamo-
niumbromid, tetradecyltrimethylamoniumbromid
a/nebo hexadecyltrimethylamoniumbromid, 5 aZ
80 g/l neionogenniho tensidu jako solubilisatoru

hemolyzaéniho &inidla, proteinii a/nebo lipidi
krevni plasmy, napfiklad oxyethylované nasycené
alifatické alkoholy o poétu C od 10 do 20, a/nebo
oxyethylované estery nasycenych alifatickych mo-
nokarboxylovych kyselin s po¢tem C od 10 do 20,
0,6 az 10 g/1 alkalického kyanidu. :

2. Koncentrovany hemolyzacni a transformadni
roztok podle bodu 1, vyznaeny tim, Ze jako
piisadu potlateni vzniku vzduchovych bublinek
obsahuje 5 aZ 50 g/l alifatického alkoholu, napfi-
klad izopropylalkoholu nebo izobutylalkoholu.
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