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K OTAZCE STANOVENI HEMOGLOBINU V KRVI

Podplukovnik MUDr. E. SKALA, podplukovnik M. ARIENT, PhMr. J. PETEROVA, Ustfedni vojenskd4 nemocnice

Hemoglobinometrii je vénovdna v poslednich
letech opét zvySend pozornost. TEméF vSeobecné
je odmitdna metoda Sahliho, které se bohuZel
jeSté pouZiva i na pracovistich, kde je k dispo-
zici fotometr. Z fotometrickych metod je u nés
béZnd metoda s Cpavkovou vodou a nejnovéji

Tabulka 1
Metoda
s ¢pavkovou | cyanhemiglo-
vodou binova

Transformaéni roztok

¢pavkova voda
(se vzduSn§ym

K3Fe(CN)4+KCN

nim vzorku pf¥ipravené-

extinkce klesa

(+NaHCOs3)
0,)
Hemoglobin preveden v Hb"” 02 Hb"'CN
obsah Hb"
Chyba metody v krvi sniZuje 0
extinkci
Po piipravé vzorku je
moZno méfit na foto- ihned po 20 min.
metru
Mnohahodinovym sté- 0

(je moZno mé-

form. roztoku

ho k méfeni dojde ke | (vznik Hb’) | {it i po n&ko-
zméné lika dnech)
e gt el e
S A O RS asi 70 hal. asi 70 hal.
Smrtelnd davka trans- _ > 3 litry

metoda vyuZivajici starSich praci Drabkina a

Austina®), pfi niZ se hemoglobin stanovi jako

cyanhemiglobin. Srovnéni téchto metod je na

tabulce ¢is. 1.

Cyanhemiglobinové metodé a pripravé piislus-
ngho standardniho roztoku je vénovédna Fada
praci *—9*- z nichZ souhlasn& vyplyvaji jeji
pfednosti. V posledni dobé& se vSak piesto obje-
vil opét nédvrh pfipravit neomezen& trvanlivy
anorganicky standard kombinaci roztoki NiCl,
a CoCl,%). ProtoZe jsme v pisemnictvi nasli n&-
které ne zcela souhlasné nézory, rozhodli jsme
se oveérit nékolik ddajd vyznamnych pro praxi.

PoloZili jsme si tyto otazky:

1. M4 vyznam prid4dvat k standardnimu roztoku
antiseptikum, pop¥ip. transformacni roztok
seitzovat, aby bylo zcela odstran&no nebez-
peci bakteridlni kontaminace?

2. Kterd modifikace transformac¢niho roztoku je
vyhodnéj$i? M4 vyznam zvysit podil kyanidu
draselného® 8 a je bikarbon&t v roztoku zby-
tecny®?

3. Jak dlouho lze transformacniho roztoku uZi-
vat, pop¥ipadé lze jej uchovavat pfri pokojové
teploté?

4. Jaké vyhody méa Ressleriiv anorganicky stan-
dard?

Materidl a metody

1. Cyanhemiglobinovy standard jsme pfripra-
vovali z exspirovanych erytrocytarnich mas po-
stupem podle Crosbyho a Houchina?) v t&chto
aipravach: a) substance transformacniho rozto-
ku byly sypény do sterilizované vody, b) trans-
formacni roztok byl pf¥ed priddnim krvinek seit-
zovén, c) do pripraveného standardu byl pfidan
merthioldt (kone¢nd koncentrace merthioldtu
byla 2 %o).
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Graf 1
Zdvislost extinkce na dobé, kterd uplyne od pFipravy vzorku
k méreni (25 cmm krve + 7 ml transformaéniho roztoku).
1,4 = ¢isla roztoku (viz text). C = &erstvé pFipraveny roz-
tok, L = roztok uchovdvany 5 tgdni v lednici, P = roztok
uchovdvany 5 tydnii pfi pokoj. teploté

Standard byl rozdélen po 20 ml a uloZen
pri teploté 37° C, pfi pokojové teploté&, v lednici
(+2 aZ 4°C) a pfi —20°C.

2. Pripravili jsme transformaéni roztoky ve
sloZeni: K3Fe(CN),4 0,2, KCN 0,1, Aquae dest. ad
1000,0 (roztok €. 1), déle: K3Fe(CN), 0,2, KCN
0,05, NaHCO; 1,0, Aquae dest. ad 1000,0 (roztok
€. 4) a nékteré dalSi. Roztoky jsme uloZili jed-
nak v lednici, jednak pFi pokojové teploté a po-
uZivali jich soub&Zné pfi stanoveni mnoZstvi he-
moglobinu v krvi. UZivali jsme poméru 25 cmm
oxaldtové krve + 7 ml transformacniho roztoku.

3. Méreno pri vinové délce 540 myu na spektro-
fotometru Beckman typ DU.

Vysledky

1. Nejlépe se osvédcil prosty zpiisob piipravy
standardu, pri némZ se substance trasformac-
niho roztoku sypou do sterilizované vody a dalsi
manipulace je sterilni. Standard uloZeny v led-
nici se neméni po fadu mésicit (po 14 mésicich
byl pokles extinkce zanedbateln§y nebo Zadny —
3X <29%, 2X nezmé&né&no). Seitzovéani zpiisobi-
lo pokles o 6 %, pfisada merthiol4dtu aZ o 18 %.
Byl potvrzen znédmy vliv vy38ich teplot. Stan-
dard s prisadou merthioldtu precipitoval jiZ pii

pokojové teploté. Zmrznutim se standard kali.
V8ech pét dosud pfipravenych $arZi standardu
(po 2 litrech) bylo sterilnich. Prosty semisteril-
ni zplisob p¥ipravy tedy pro praxi vyhovuje.

2. Vysledky srovnani obou transformaénich
roztokll jsou zndzornény na grafu ¢is. 1. Nepo-
tvrdili jsme vyhodu zvySeni podilu KCN v rozto-
ku. Piidavek 1%o bikarbonatu urychluje trans-
formaci. Roztok s bikarbonitem je ovSem tieba
uchov4vat v lednici, protoZe p¥i uloZeni v poko-
jové teploté (zejména na svétle) dochézi k pre-
cipitaci. Roztok uloZeny v lednici je pouZitelny
i po 5 tydnech. Je vS8ak vyhodné jej obmé&iiovat
Castéji (2X mésicné).

3. Podarilo se pripravit Ressleriiv anorganic-
ky standard s dosti uspokojivou spektrofotomet-
rickou charakteristikou (graf ¢&is. 2). OvSem
odecitali-li jsme extinkci anorganického stan-
dardu na kalibrac¢nich krivkdch pfFipravenych
na riznych fotometrech pomoci cyanhemiglobi-
nového standardu, dostali jsme na Beckmanové&
fotometru hodnotu odpovidajici 15,5 g%, na he-
mometru Prema 19,3 g% a na Pulfrichové foto-
metru bylo méFeni prakticky neproveditelné.
Bylo by tedy tfeba anorganicky standard upra-
vovat podle uZivaného fotometru, coZ jisté neni
vyhodné.
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Srovndni spektrofotometrickych charakteristik cyanhemi-
globinového standardu (HD''CN) a Resslerova anorganické-
ho standardu (NiCoj
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Diskuse

V soucasné dobé& je snaha zjednoduSovat a
souCasné zpresiiovat laboratorni postupy pro
hromadnd hematologickd vySetfovani, zejména
vyluCovaci, kterd predstavuji hlavni podil préace
hematologickych laborato¥i. Proto dédle stoupé
vyznam presného stanoveni hemoglobinu v krvi.
Cyanhemiglobinovd metoda pfi uZiti elektrické-
ho i Pulfrichova fotometru tu znamen4 nesporny
pfinos, protoZe velmi dob¥e vyhovuje po stréance
teoretické, a tim, Ze je k dispozici dostatecné
staly standard, umoZiiuje srovnavat vysledky
riiznych laboratofi, coZ je dosud obtiZzné.*)

NaSe zkuSenosti potvrdily, Ze 1ze dobry cyan-
hemiglobinovy standard pfipravovat pomérné
jednoduchou metodou podle Crosbyho a Houchi-
na a Ze pfi semisterilnim zptisobu préce je ne-
bezpec¢i bakteridlni kontaminace malé. Netuspé-
chy s pFisadou merthioldtu a dokonce i se seit-
zovanim roztoku ukézaly, Ze cyanhemiglobinovy
komplex je prece jen dosti labilni a Ze otdzce
trvanlivého standardu je tfeba vénovat nadéle
pozornost. Pro praxi vSak i dosavadni standard
mé znac¢né vyhody a nedomnivdme se, Ze by ho
mohl Resslertiv anorganicky standard v soudas-
né podobé nahradit.

Vyhody Remmerovy modifikace®) transfor-
macniho roztoku (se zdvojndsobenim podilu
KCN) jsme nepotvrdili. Ecklebeho modifikaci®)
(se ¢tyFndsobnym podilem KCN) jsme piedem
odmitli pro zbytecné zvySovani toxicity. Nepo-
tvrdili jsme ani Remmeridv nézor®), Ze bikarbo-
nat v roztoku neovliviiuje dobu transformace
hemoglobinu. Z naSich pokusi vyplyvé, Ze lze
meéFit jiZ za 20 minut po smichéni zkouSeného
vzorku krve s transformacnim roztokem ¢&. 4.

Pokud jde o metodu Sahliho, zastdvdme nézor,
Ze je tfeba ji zcela opustit. Pro hromadné vySe-
tfeni v podminkéach, kde neni k dispozici vhodny
fotometr, je daleko uZitecné&jSi kapkovd metoda
podle Phillipse van Slyka.

Souhrn

Autofi ziskali dobré zkuSenosti s pripravou
cyanhemiglobinového standardu podle Crosbyho

a Houchina prFi dodrZeni semisterilniho postupu.
Potvrdili vyhody pfisady bikarbondtu sodného
k transformacénimu roztoku. Nemohli potvrdit
rovnocennost anorganického Resslerova stan-
dardu se standardem cyanhemiglobinovym. Od-
mitaji Sahliho metodu i v téch pfipadech, Ze fo-
tometr neni k dispozici.

- Pestome

ITpuaepkHBasiCh MOJYCTEPHIBLHOIO COCO6A MPHTOTOBJEHHS
UHaHreMOIJIOGHHOBOrO cTangapra mno Merony Kpoc6u u Ty-
IHHA, aBTOPHl AOGHJMCH XOPOWIHX pe3yabraToB. OHM mox-
TBEPAMJIH JOCTOMHCTBA npHGaB/eHHss GukapGoHaTa HaTpHs
K TpaHchopmupyiomeMy pactBopy. IloarBepauTtb paBHO-
LIEHHOCTh aHOPraHHYecKoro craHmapra Peccjepa co craH-
NapTOM LMaHremorjoGuHa ouH we cMoran. Merox Camu
aBTOpPHl OTBEPralT H B TOM CJyuae, KOrja He HMeeTcs B MX
pacrnopsixkeHHH (oToMeTpa.

Summary

The authors gained favourable experiences
with the preparation of the cyanhaemoglobin
standard by the method of Crosby and Houchin
using a semisterile technique. They confirm that
addition of sodium bicarbonate to the transfor-
mation fluid is advantageous, but noted that the
anorganic Ressler standard is not as valuable
as the cyanhaemoglobin standard. They reject
the Sahli method also in cases when a photo-
meter is not available.
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