ot P OPIS VYNALEZU | 228 836
(19)

. v  x | (11) (B1)
K AUTORSKEMU OSVEDCENI
(61)
B, | e ea
(21) pv 6997-~82

URAD PRO YYNALEZY
(40) Zvefejnéno 135 09 83 -

A OBIEVY (45) Vydano 01 01 86

(75)
Autor vyndlezu FISCHER JIRE RNDr.,
CHROMY VRATISLAV ing., CSc., BRNO

(54) Cinidlo pro fotometrické kinetické stanoveni kreatininu pro potladeni interference
bilirubinu

Cinidlo podle vyndlezu obsahuje na 1 mol
kyseliny pikrové dané mnoZstvi mold
médnaté soli, s vyhodou siranu nebo
chloridu m3dnatého, dané mnoZstvi mold
vinanu sodnodraseluého a mold dibutyl-
naftalensulfonanu sodného, Cinidlo déle
obsahuje urdité mno%stvi mol& hydroxidu
sodného, :

Stanoveni obsahu kreatininu v séru
a modi je vhodné pro laboratorni
diagnostiockou metodu p¥i sledovéni
onemocnéni ledvin,
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PYedmétem vyndlezu je dinidlo pro fotometrické kinetické .

stanoveni kreatininu pro potlaceni interference bilirubinu.

Stanoveni obseshu kreatininu v séru a modi je zdvaZnd labo-
ratorni diagnostickd metoda p#i sledovdni onemocndni ledvin,
kterd pat?i mezi béZné analysy provddéné ve vsenh zdkladnich

typech zdrévotnickjch zarizendi.

Fotometrické metody stenoveni obsahu kreatininu v biolo=-
gickém materidlu jsou v&t3inou zaloZeny na Jaffého reakci krea-
tininu s alkalickym roztokem kyseliny pikrové za vzniku oran-
Yov& zbarveného reakdniho produktu. Teto reakce je mdlo speci-

fickd a krom& kreatininu reaguje i fada dalSich sloZek séra, na- _

pPiklad glukosa, n&které ketoaloudeniny a redukujici ldtky, kte- .

ré jsou souhrnné zahrnovény pod tak zvané pseudochromogeny.

SloZit&jsi pracovni postupy p¥i fotometrickém stanoveni
kreatininu v biologickém materidlu dasto navazuji na predcho-
2i separaci interferujicich létek, nebo separaci kreatininu ze
vzorku. Jsou pracné a dasové néroéné a v praxi se proto téméF
neuzivaji. Jednoduché stardi rutinni metody fotometrického sta-
noveni gérového kreatininu jsou vét8inou zaloZeny na fotometric-

. kém stanoveni po pPedchozi deproteinaci séra, &imZ se eliminuje



zejména nepiiznivy vliv bilkovin a bilirubinu. 228 838
~Kinetické~metody_stanoveni sérového kreatininu jsou pod-
statnd rychlejsi a jednodussi, neni nutnd deproteinace; Vynechdni

deproteinace sérovych bilkovin je v kinetickych postupech na-
hrazeno pridavkem povrchové aktivnich ldtek, obvykle lauryl-
sulfdtu sodhého, ktery vliv bilkovin cdstelné eliminuje. Inter-
ference daldich pseudochromogeni je p¥i kinetickém zplsobu sta-
noveni potladena Ylivem jejich rozdilnych reakénich rychlosti °
ve grovndni s reskdéni rychlosti kreatininu s kyselinou pikrovou.
Tek nap¥iklad stenoveni v tomto p¥ipadé nerudi acetoctan, ky- ‘
geling modovd a kyselina éskorbové. Neni ale potlalena interfe-
rence bilirubinu, jehoZ p¥itomnost zplsobuje zdpornou chybu
dmérnou jeho koncentraci v analysovaném vzorku. I p¥i béZné kon-
centracl bilirubinu v séru 20 /umol/l mi%e p¥i kinetickém stano-
veni s dosud zndmymi &inidly dosdhnout systematickd zdpornd chy-
ba aZ 25 ,umol kreatininu/l. Fale8né niZ38i hodnota sérového krea-
tininu vlivem interference bilirubinu miZe mit zs ndsledek mylnou
diaghosu a poSkozeni nemocného, zejména u poddtednich stavi led-
vinového poskozeni. Je tedy Zddouci pFipravit pré.fotometrické
kinetické stanoveni kreatininu v biologickych tekutindch tanové

dinidlo, které by vliv sérového bilirubinu eliminovalo.

K eliminaci vlivu bilirubinu p¥i fotometrickém kinetickém
stanoveni kreatininu sm&¥uje dinidlo podle vyndlezu, jehoZ pod-
stata spodivd v tom, %e na 1 mol kyseliny pikrové obsahuje 0,01
a% 0,06 molt médnaté soli, s vyhodou siranu nebo chloridu méd-
natého, 0,01 a¥ 0,2 mold vinanu sodnodraselného a 0,5 aZ 0,9 moll

dibutylnaftélensulfonanu gsodného. Cinidlo podle vyndlezu miZe dé-

1e obsahovat 12 aZ 16 mold hydroxidu godného,



vztateno na 1 mol kyseliny pikrové. 228 838

dinidlo podle vyndlezu je vhodné pFipravit oddélend ve for-
mé dvou roztokd. Prvy roztok mi%e s vyhodou obsahovat kyselinu
pikrovou, m&dnatou siil, vinan sodnodraselny a dibutyl naftalen-
gulfonan sodny, druhy roztok mi¥e byt tvoFen samotnym hydroxidem
sodpjm. Rozdéleni ¢éinidle podlé vyndlezu na dva roztoky je vyhod-
né ze dvou dlvodd. P¥i kinetickém stanoveni kreatininu pomoci au--
tomatickych analysdtori se obvykle postupuje tak, Ze se vzorek
smichd s jednim roztokem dinidla a druhy roztok se uzivd jako
starter kinetické reskce. 0Odd&leni roztoku hydroxidu od roztoku
kyseliny pikrové kromé tohoto zvysuje stabilifu ginidla. Po-
kud se ufivd k analyse jediné éinidlo, je vhodné je pPipravit

.

smichdnim obou roztokld pred vlastni analysou.

P¥i analyse sér obsshujicich 100 /umol& kreétininu/l, ke
kterym byl priddvédn bilirubin v mnoZstvi 20 aZ 200 /umolﬁ/l
byl s dinidlem podle vyndlezu v#dy nalezen sprdvny obsah krea-
tininu a vliv piiddveného bilirubinu se neprojevil. Na rozdil
od dosud zndmych dinidel lze s Ginidlem podle vyndlezu stano- V,
vit sprévny obseh kreatininu i u vzorkd obsahujicich b&iné ne-
bo i znaénd zvydené mnoZstvi bilirubinu, coz méd zdsadni vliv na
véasné rozpozndni poskozeni ledvin, umo¥nuje sprévné stanoveni

diagnosy, 1é&ebného postupu a jeho kontrolu.

- Priklad

Pripravi se roztok obsahujici 25,6 g kyseliny pikrové, 32,0 g
dibutylnaftalensulfonanu sodného, 2,6 g vinanu sodnodraselné-

ho a 0,87 g siranu m3dnatého pentahydrdtu v 6600 ml vody. P¥i-
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pravi se roztok obsahujici 66 g hydroxidu scdného ve 2200ml vo-
dy.

Pred pou¥itim se smichaji 3 objemové dily prvého roztoku s 1 ob-

jemovym dilem druhého roztoku.

Priklad 2

P¥ipravi se &inidlo obsahujici v 1000 ml vodného roztoku
126mmoln kyseliny pikrové, 0,126mmolu dusidnenu mddnatého
0,126 mmolu vinanu sodnodraselného, 100 mmolu fibutylnafieler-
sulfonanu sodného a 151 mmolu hydroxidu sodného. Ginidlo se

uzivd p¥imo.

Priklad 3

P¥ipravi se &inidlo obsahujici ve 100 ml vodného roztoku 12,6
mmolu kyseliny pikrové, 0,76 mmolu chloridu médnatého, 2,5 mmolu
vinanu sodnodraselného, 8 mmolu dibutylnaftalensulfonanu

sodného a 201 mmolu hydroxidu sodného. finidlo se pouZivd

primo.

Priklad 4

K 0,5 ml vzorku séra nebo moci z¥edsné predtim vodou v poméru

1 ku 49 se p¥idd 1,6 ml inidla p¥ipraveného podle pF¥ikladd

1 a¥ 3 a m$¥i se zmdna absorbance mezi 30. aZz 120. s po smichd-
ni vzorku s Ginidlem p¥i konstatni teploté v kyveté 1 cm pri

vinové délce 510 nm.



228 838
K 0,5 ml vzorku séra nebo z¥ed&né modi se p¥idaji 1,2 ml prvého
roztoku podle pfikladu 1 a reskce se nastartuje 0,4 ml roztoku
hydroxidu sodného. Dalsi postup je stejny jeko v piedeSlém pii-

padé.
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3inidlo pro fotometrické kinetické stanoveni kreatininu pro
potladeni interference bilirubinu, vyznadené tim, Ze na

1 mol kyseliny pikrové obsshuje 0,01 aZ 0,06 moli m&dnat é

~soli, s vyhodou siranu nebo chloridu m&dnatého, 0,01 aZ

20

0,2 moll vinanu sodnodraselného a 0,5 aZ 0,9 mold dibutyl-

naftalensulfonanu sodného.

Binidlo podle bodu 1, vyznadené tim, Ze obsahuje 12 a% 16

mold hydroxidu sodného, vztaZeno na 1 mol kyseliny pikrové.
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