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Kysel˝ roztok hematoxylinu je TOXICK›. Toxick˝ p¯i poûitÌ. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ
systÈm a pokoûku. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a
vyhledejte lÈka¯skou pomoc. V p¯ÌpadÏ nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte
ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek). PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ
obleËenÌ a rukavice.

Roztok Eosion B je äKODLIV›. äkodlivÈ p¯i poûitÌ. Azid sodn˝ m˘ûe reagovat s
olovem a mÏdÌ a vytv·¯et vysoce ho¯lavÈ slouËeniny.

Roztok EDTA je äKODLIV›. äkodlivÈ p¯i vdechnutÌ, v kontaktu s pokoûkou a
spolknutÌm. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy.

EthanolovÈ fixativum je HOÿLAV… a DR¡ûDIV…. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ systÈm a pokoûku.
Udrûujte mimo zdroj˘ zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte
velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy.
ZasaûenÈ org·ny: Nervy a j·tra.

EU Prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti (UpozornÏnÌ: L·tka jeötÏ nebyla zcela otestovan·)
Koncentr·t citr·t fosf·tovÈho pufru je DR¡ûDIV›. Riziko v·ûnÈho poökozenÌ oËÌ.

Dr·ûdÌ d˝chacÌ systÈm a pokoûku. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m
mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy,
rukavice a ochranu obliËeje / oËÌ.

Kysel˝ roztok hematoxylinu je äKODLIV›. äkodlivÈ p¯i poûitÌ.
Roztok Eosin B je äKODLIV›. äkodlivÈ p¯i poûitÌ.
EthanolovÈ fixativum je VYSOCE HOÿLAV…. Vysoce ho¯lav˝. N·dobu uchov·vejte

tÏsnÏ uzav¯enou. Udrûujte mimo zdroj˘ zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ.
Roztok EDTA je äKODLIV›. äkodlivÈ p¯i vdechnutÌ, v kontaktu s pokoûkou a

spolknutÌm. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy.

POSTUP

ODBÃR VZORKŸ:
DoporuËuje se prov·dÏt odbÏr vzork˘ v souladu s dokumentem M29-A2 smÏrnice

NCCLS. é·dn· zn·m· zkuöebnÌ metoda nem˘ûe nabÌdnout ˙plnÈ zajiötÏnÌ, ûe krevnÌ
vzorky nebo tk·Ú nebudou p¯en·öet infekci. Proto vöechny krevnÌ deriv·ty nebo tk·ÚovÈ
vzorky by mÏly b˝t povaûov·ny za potenci·lnÏ infekËnÌ.

Lze pouûÌt kapil·rnÌ nebo ûilnÌ krev. Kapil·rnÌ krev se m˘ûe p¯enÈst p¯Ìmo 
do ËistÈho mikroskopickÈho skla. éilnÌ krev p¯eneste do zkumavky s obsahem EDTA nebo
oxal·tu. Pro zjednoduöenÌ, pouûijte 1ñ2 kapky 2 % roztoku EDTA, katalogovÈ Ë. 285-4, na
kaûd˝ mL krve (1 kapka = 1 mg). AËkoliv bylo hl·öeno, ûe smÏs krve a EDTA lze pouûÌvat
aû do 2 t˝dn˘, je-li uchov·v·na v lednici,3 jinÈ studie doöly k z·vÏru, ûe tyto smÏsi by mÏly
b˝t testov·ny okamûitÏ.6 N·tÏry je t¯eba p¯ipravovat do 24 hodin od odbÏru v oxal·tu.7 P¯i
pouûitÌ vzork˘ novorozence se doporuËuje z¯edit krev 0,85 % fyziologick˝m roztokem,
protoûe tyto vzorky majÌ vysok˝ obsah HbF. KrevnÌ n·tÏry nejsou stabilnÌ a musÌ b˝t
testov·ny ihned po p¯ÌpravÏ.

POTÿEBN… SPECI¡LNÕ MATERI¡LY, KTER… NEJSOU SOU»¡STÕ DOD¡VKY:
Mikroskop
Mikroskopick· sklÌËka, krycÌ sklÌËka
BarvicÌ stojan / n·doby Coplin
VodnÌ l·zeÚ, 37 °C
EthanolovÈ fixativum, katalogovÈ Ë. 285-8, 80 % v/v ethylalkohol

POZN¡MKY:
Za ˙Ëelem kontroly kvality se doporuËuje za¯adit krev z norm·lnÌho jedince (HbA) a z

novorozence nebo kojence (HbF) do kaûdÈ sÈrie test˘. Barr a Shafer8 zjistili, ûe fixovan·
pozitivnÌ kontrolnÌ sklÌËka pupeËnÌkovÈ krve v EDTA lze uchov·vat aû 1 rok, jsou-li
skladov·na p¯i -20 °C v uzav¯enÈ lepenkovÈ krabici. Avöak EDTA negativnÌ kontroly se
nevyplavujÌ, jsou-li skladov·ny dÈle neû 2 mÏsÌce p¯i -20 °C. VÏdeËtÌ pracovnÌci doporuËujÌ
p¯ipravovat pozitivnÌ i negativnÌ kontrolnÌ n·tÏry na stejnÈ sklÌËko, neboù tak je vidÏt rychle
a z¯etelnÏ rozdÌl jako pom˘cka p¯i odeËÌt·nÌ testovacÌch sklÌËek.

Norm·lnÌ rozsahy9

Fet·lnÌ hemoglobin

VÏk ( %)

P¯i narozenÌ 50ñ90
2 roky 0ñ4
2 roky 0ñ2

KrajnÌ hodnoty byly pozorov·ny u:
AplastickÈ anemie3,9

ErythremickÈ myelÛzy9

nemoci hemoglobinu H9

DÏdiËn· perzistence hemoglobinu F3,10

DÏdiËn· sfÈrocytick· anemie9

Thalassemia major (40ñ90 % fet·nÌho hemoglobinu)3

Thalassemia major (5ñ10 % fet·nÌho hemoglobinu)3,9

Srpkovit· anemie3,9

⁄daje zÌskanÈ z tohoto postupu slouûÌ pouze jako diagnostick· pom˘cka a mÏly by
se provÏ¯it ve spojenÌ s jin˝mi klinick˝mi diagnostick˝mi testy nebo informacemi.

FET¡LNÕ
HEMOGLOBIN
(Postup Ë. 285)
Revidov·no: 2005-01

POUéITÕ
Reagencie fet·lnÌ hemoglobin Sigma-Aldrich jsou urËeny ke kyselÈ eluci,

semikvantitativnÌ determinaci fet·lnÌho hemoglobinu v krevnÌch n·tÏrech. Reagencie
fet·lnÌho hemoglobinu jsou urËeny k ìdiagnostice in vitro.î

Jiû v roce 1864 rozpoznal Korber,1 ûe hemoglobin plodu je vÌce rezistentnÌ na
alkalickou denaturaci neû hemoglobin dospÏlÈho. PokroËilÈ techniky izolace proteinu a
charakterizace vedly k objevu, ûe existuje mnoho vlastnostÌ, kterÈ umoûÚujÌ rozliöit fet·lnÌ
hemoglobin od dospÏlÈho. Mezi jin˝mi je to rezistence hemoglobinu (hemoglobin F) v˘Ëi
alkalickÈ eluci. Nap¯Ìklad, kdyû se krevnÌ n·tÏry pono¯Ì do kyselÈho pufru, hemoglobin
dospÏlÈho se vyluhuje z erythrocyt˘, avöak fet·lnÌ hemoglobin nikoliv. Jsou-li krevnÌ n·tÏry
upraven˝ tÌmto zp˘sobem a n·slednÏ barveny, erythrocyty majÌcÌ hemoglobin F se zabarvÌ,
zatÌmco erythrocyty pouze s hemoglobinem dospÏlÈho se zobrazÌ pouze jako ìduchî.

Technika podloûnÌch skel pro demonstraci fet·lnÌho hemoglobinu s vyuûitÌm jeho
rezistence na alkalickou eluci byla p˘vodnÏ navrûena Kleihauer a kol.,2 a pozdÏji
modifikov·na Shepardem a kol.3 Postup Sigma p¯edstavuje dalöÌ vylepöen˝ postup,
popsan˝ Oski a Naimanem.4

HodnocenÌ fet·lnÌho hemoglobinu se nÏkdy prov·dÌ k determinaci moûnÈho krv·cenÌ
u novorozenc˘, zejmÈna v p¯Ìpadech s podez¯enÌm na rekt·lnÌ krv·cenÌ. Test s
hemoglobinem F se tÈû pouûÌv· u dospÏl˝ch jako pom˘cka v diagnÛz·ch urËit˝ch typ˘
anemiÌ. Nap¯Ìklad, z 10ñ90 % se fet·lnÌ hemoglobin vyskytl u pacient˘ s thalassemia
major. NavÌc byl pozorov·n mal˝ n·r˘st fet·lnÌho krevnÌho barviva u pacient˘ se srpkovitou
chudokrevnostÌ.

JeötÏ vÌce je to obvyklÈ u p¯Ìpadu nekompatibility Rh p¯i potlaËov·nÌ imunnÌch rekcÌ
na Ëerven˝ch krvink·ch dodan˝ch z plodu do obÏhu matky. MnoûstvÌ specifickÈho
pomocnÈho gama globulinu, obsahujÌcÌho anti Rh(D) se vypoËetlo odhadem mnoûstvÌ
krv·cenÌ plodu a matky.5

V souladu s popsanou technikou se krevnÌ n·tÏry, ¯·dnÏ usuöenÈ a fixovanÈ, pono¯ujÌ
do citr·tovÈho pufru pH 3,3 p¯i 37 °C. Hemoglobin dospÏlÈho A (HbA) se vyplavÌ z bunÏk,
zatÌmco fet·lnÌ hemoglobin (HbF) rezistentnÌ na kyselost, z˘stane uvnit¯ bunÏk a lze ho barvit
a zkoumat pod mikroskopem.

REAGENCIE
KONCENTR¡T CITR¡T FOSF¡TOV…HO PUFRU, katalogovÈ Ë. 285-1
Citr·t sodn˝, 0,7 mol/L a fosforeËnan sodn˝, 0,6 mol/L.

ROZTOK KYSEL…HO HEMATOXYLINU, katalogovÈ Ë. 285-2
Hematoxylin, ovÏ¯en˝, 1 g/l, jodiËnan sodn˝, sÌran hlinito-amonn˝ a stabiliz·tory, pH 3,3.

ROZTOK EOSIN B, katalogovÈ Ë. 285-3
Eosin B, 0,1 %, vodn˝ roztok. Azid sodn˝, 0,1 %, p¯id·v·n jako konzervaËnÌ Ëinidlo.
Fixativum ethanol, katalogovÈ Ë. 285-8 (80 % v/v ethylalkohol)

ULOéENÕ A STABILITA:
Koncentr·t citr·t fosf·tovÈho pufru skladujte v lednici (2ñ8 °C). Zlikvidujte, objevÌ-li se

mikrobi·lnÌ zneËiötÏnÌ.
Roztok citr·t fosf·tovÈho pufru skladujte v lednici (2ñ8 °C). StabilnÌ po dobu 2 t˝dn˘.

PouûÌvejte dennÌ d·vku vûdy Ëerstvou. Zlikvidujte, objevÌ-li se mikrobi·lnÌ zneËiötÏnÌ.
Skladujte roztok kyselÈho hematoxylinu a roztok Eosin B p¯i pokojovÈ teplotÏ

(18ñ26 °C). Roztoky lze pouûÌvat opakovanÏ, je vöak t¯eba je uchov·vat v pevnÏ
uzav¯en˝ch barvicÌch n·dob·ch, chr·nÏnÈ p¯ed svÏtlem.

Fixativum ethanol je t¯eba uchov·vat p¯i pokojovÈ teplotÏ. Uchov·vejte pevnÏ
uzav¯enÈ a jako ho¯lavou tekutinu. Roztoky lze pouûÌvat opakovanÏ, pokud je fixace
odpovÌdajÌcÌ.

ZHORäENÕ:
Zlikvidujte roztok kyselÈho hematoxylinu, kdyû doba poûadovan· pro vhodnÈ

zbarvenÌ p¯ekroËÌ dobu doporuËenou v postupu o vÌce neû 8 minut.

PÿÕPRAVA:
ROZTOK CITR¡T FOSF¡TOV…HO PUFRU se p¯ipravÌ z¯edÏnÌm 1 jednotky 

koncentr·tu citr·t fosf·tovÈho pufru s 9 jednotkami vody.
Roztoky kyselÈho hematoxylinu, Eosin B a fixaËnÌho ethanolu jsou p¯ipraveny k

okamûitÈmu pouûitÌ.

BEZPE»NOSTNÕ OPATÿENÕ:
Je t¯eba dodrûovat bÏûn· bezpeËnostnÌ opat¯enÌ p¯i manipulaci s laboratornÌmi

reagenciemi. Odpad likvidujte v souladu se vöemi mÌstnÌmi, st·tnÌmi a oblastnÌmi p¯edpisy.
Viz BezpeËnostnÌ list k materi·lu, kter˝ uv·dÌ aktu·lnÌ informace o riziku, nebezpeËÌ a
bezpeËnosti.

US prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti
Koncentr·t citr·t fosf·tovÈho pufru je DR¡ûDIV›. Riziko v·ûnÈho poökozenÌ oËÌ.

Dr·ûdÌ d˝chacÌ systÈm a pokoûku. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m
mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy,
rukavice a ochranu obliËeje / oËÌ.



   

2-CZ

POSTUP:
1.  Roztok citr·t fosf·tovÈho pufru zah¯ejte na 37 °C v n·dobÏ Coplin nebo barvicÌ n·dobÏ.
2.  Pouûijte ËistÈ oznaËenÈ mikroskopickÈ sklÌËko a udÏlejte tenk˝ n·tÏr krve. P¯ipravte

KONTROLNÕ sklÌËka, pouûijte pozitivnÌ krev HbF (pupeËnÌkov· krev) a krev z
norm·lnÌho dospÏlÈho. Suöte na vzduchu asi 10 minut.

3.  Fixujte sklÌËka pono¯enÌm do fixaËnÌho ethanolu, katalogovÈ Ë. 285ñ8, na 5 minut,
d˘kladnÏ propl·chnÏte pod tekoucÌ vodou a usuöte.

4.  Pono¯te TESTOVACÕ a KONTROLNÕ sklÌËka do p¯edem zah¯·tÈho roztoku citr·t
fosf·tovÈho pufru p¯i 37 °C na 5 minut. Po 1 a 3 minut·ch od pono¯enÌ zamÌchejte. K
dosaûenÌ pot¯ebn˝ch v˝sledk˘ je t¯eba ˙roveÚ mÌch·nÌ p¯izp˘sobit. Opl·chnÏte ¯·dnÏ
v destilovanÈ vodÏ a dob¯e usuöte na vzduchu, aby se netvo¯ily barevnÈ artefakty.

5.  ProveÔte barvenÌ po dobu 3 minut v roztoku kyselÈho hematoxylinu, katalogovÈ 
Ë. 285-2. Propl·chnÏte sklÌËka v destilovanÈ vodÏ a odstraÚte zbytek vody.

6.  ProveÔte kontrastnÌ barvenÌ po dobu 4 minut v 0,1 % roztoku Eosin B, katalogovÈ
Ë. 285-3. Opl·chnÏte ¯·dnÏ v destilovanÈ vodÏ a dob¯e usuöte na vzduchu.

7.  Zakryjte such· sklÌËka a zkoumejte pod olejov˝m objektivem (1000X). Nep¯Ìtomnost
HbF je prok·z·na buÚkami "duchy", p¯iËemû zadrûen˝ HbF zp˘sobuje, ûe buÚky se
zobrazujÌ jasnÏ ËervenÏ. Ne p¯id·vejte olej p¯Ìmo na sklÌËko.
POZN¡MKA: Lze pouûÌt i zvÏtöenÌ 400X, ale je moûnÈ, ûe v˝sledky se nebudou
odeËÌtat snadno.

CHARAKTERISTIKY ⁄»INNOSTI
PodÌl erythrocyt˘ s obsahem fet·lnÌho hemoglobinu lze stanovit nÏkolika zp˘soby. P¯i

studiu krevnÌho materi·lu za ˙Ëelem stanovenÌ poËtu bunÏk s obsahem HbF, doporuËujÌ
Oski a Naiman4 n·sledujÌcÌ postup:
1.  Zjistit celkov˝ poËet erythrocyt˘ na 5 polÌch a stanovit pr˘mÏrn˝ poËet 

na jedno pole.
2.  Potom zjistit poËet hluboce zabarven˝ch erythrocyt˘ s obsahem HbF na asi 

30 polÌch a stanovit pr˘mÏrn˝ poËet na jedno pole.
3.  VypoËÌtat procento erythrocyt˘ s obsahem HbF na z·kladÏ celkovÈho poËtu

erythrocyt˘ na jedno pole.
V˝sledky se ud·vajÌ jako procentu·lnÌ vyj·d¯enÌ p¯Ìtomnosti HbF.

Studie citlivosti: Podle Oski a Naimana4 je tato metoda schopn· detekovat jiû tak malÈ
mnoûstvÌ jako je 0,1 mL fet·lnÌ krve v mate¯skÈm obÏhu.

Studie reprodukovatelnosti: PouûitÌm sÈriÌ Ëerstv˝ch krevnÌch vzork˘ byly p¯ipraveny
kopie kaûdÈho sklÌËka a upraveny r˘zn˝mi nahodil˝mi öarûemi barviva.6 MikroskopickÈ
hodnocenÌ prok·zalo identickÈ v˝sledky pro kaûd˝ krevnÌ vzorek.

KorelaËnÌ studie: Byly p¯ipraveny smÏsi pupeËnÌkovÈ krve a kompatibilnÌ krve z
dospÏlÈho, aby se zÌskaly vzorky s rozsahem koncentracÌ HbF od 26ñ66 %.6 KrevnÌ smÏsi
byly testov·ny popsan˝m zp˘sobem a chemicky analyzov·ny pomocÌ alkalickÈ
denaturaËnÌ metody.10 Procentu·lnÌ hodnota HbF vyk·zala pr˘mÏrnou odchylku mezi
metodami ve v˝öi asi 7 %.

Pokud se zjiötÏnÈ v˝sledky liöÌ od oËek·van˝ch, kontaktujte prosÌm technickÈ sluûby
spoleËnosti Sigma-Aldrich za ˙Ëelem konzultace.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, ûe jejÌ produkty se shodujÌ s informacemi obsaûen˝mi v tÈto
a jin˝ch publikacÌch Sigma-Aldrich. KupujÌcÌ musÌ stanovit vhodnost produktu(˘) pro danÈ
pouûitÌ. Mohou platit dodateËnÈ podmÌnky. Viz zadnÌ strana faktury nebo ˙trûek obalu, kde
jsou uvedeny dodatky k prodejnÌm podmÌnk·m.
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SIGMA-ALDRICH, INC.
3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103USA  314-771-5765

TechnickÈ sluûby: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-3122
nebo e-mailujte na clintech@sial.com

Objedn·vky: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
P.O. 1120, 89552 Steinheim, NÏmecko 49-7329-970

AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse
Egham, TW20 9BD  Egyes¸lt Kir·lys·g
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