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(54) Metoda de diagnostic al intoxicatiilor acute de etiologie chimica

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la medicing, §i anume
la toxicologie si poate fi utilizatd 1n
diagnosticul intoxicatiilor acute de etiologie
chimica.

Esenta inventiei constd in aceea ca proba
de sange a pacientilor cu intoxicatie acuta de
etiologie chimica se prelucreaza cu triton X-
100, se agita la vortex, timp de 60 s, se adauga
solutie de tampon fosfat-citrat cu pH de
7,0...7,1, se centrifugheaza; se transfera 300
pl de hemolizat in microplaca fotometrica, se
masoara absorbanta Abs; la lungimea de unda
de 630 nm, se adaugd aceton-cianhidrina
(concentratia finala de 7,5...15,0 uM/L), se
agita timp de 3 min intr-un termostat agitator si
se masoara absorbanta Abs; la lungimea de
unda de 630 nm, absorbanta Absz la lungimea
de unda de 620 nm, si absorbanta Abss la

2
lungimea de undd de650 nm. Se adauga
fericianura de potasiu (concentratia finald de
1,1..2,2 uM/L), se agita timp de 3 min intr-un
termostat agitator si se masoard absorbanta
Abss la lungimea de unda de 540 nm, apoi se
determina concentratia de MetHb, Hbyo (tara sib),
HbO,, SHb, Hbye: in hemolizat, %MetHb/Hbgt,
%SHb/Hby, si suma pigmentilor sangvini
neactivi. In cazul in care cantitatea procentuala
de methemoglobina raportata la cantitatea de
Hb totala este mai mare de 1%, cantitatea
procentualda de sulfhemoglobina raportatd la
cantitatea de Hb totala este mai mare de 0,4%,
iar suma pigmentilor sangvini neactivi este mai
mare de 20%, se diagnosticheaza prezenta
intoxicatiei acute de etiologie chimica.
Revendicari: 1



(54) Method for diagnosing acute poisonings of chemical etiology

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, in
particular to toxicology and can be used for
diagnosing acute poisonings of chemical
etiology.

Summary of the invention consists in that
a blood sample of patients with acute
poisoning of chemical etiology is treated with
Triton X-100, stirred by shaking, for 60 s, is
added a solution of phosphate-citrate buffer
with a pH of 7.0...7.1, is centrifuged; is
transferred 300 ?1 of hemolysate to a
photometric microplate, is measured the Abs;
absorption at a wavelength of 630 nm, is added
acetone-cyanohydrin  (final ~ concentration
7.5...5.0 ?M/L), is stirred for 3 min in a
shaker-thermostat and Abs, absorption is
measured at a wavelength of 630 nm, Abss
absorption at a wavelength of 620 nm, Abs,

2
absorption at a wavelength of 650 nm.
Potassium  ferricyanide is added (final
concentration 1.1...2.2 ?MJ/L), is stirred for 3
min in a shaker-thermostat and Abss
absorbance is measured at a wavelength of 540
nm, after which is determined the
concentration of MetHb, Hbotwithout sHb), HDO2,
SHb, Hby: in the hemolysate, %MetHb/Hbt,
%SHb/Hby, and the sum of inactive blood
pigments. In the case when the percentage of
methemoglobin in relation to the total amount
of Hb is more than 1%, the percentage of
sulfohemoglobin in relation to the total amount
of Hb is more than 0.4%, and the sum of
inactive blood pigments is more than 20%, the
presence of acute poisoning of chemical
etiology is diagnosed.
Claims: 1

(54) MeToa TMarHOCTUKH OCTPHIX OTPABJIEHHH XUMHUYECKOH 3THOJIOTHH

(57) Pedepar:

N3o0perenrie OTHOCHUTCSI K MEIWIMHE, B
YaCTHOCTH K TOKCHKOJIOTHM M MOXET OBITh
WCIIONIb30BAHO  JUIsSl  JIMATHOCTUKU  OCTPBIX
OTpaBIIEHU XUMUYECKON ATHOIOTHHU.

CymHocTs U300pETeHUs] COCTOMT B TOM,
4yro oOpasel KpOBU IAlMEHTOB C OCTPHIM
OTpaBJIeHHUEM XMUMHUYECKOH STHOJIOT U
00pabaThHIBAIOT TPUTOHOM X-100,
TIepeMeIIBalOT BCTPSIXMBaHUeEM, B TeueHue 60
¢, T00ABISAIOT pacTBOP (POCHaTHO-IUTPATHOTO
oypepa ¢ pH 7,0...7,1, uentpudyrupyor;
nepenocat 300 MK remojuzarta B
(OTOMETPUYECKUI MUKpPOIUIAHILIET, U3MEPSIIOT
norsomtenue Abs; npu mnsHe BomHbI 630 HM,
J00aBJISIFOT ~ AllCTOH-IMAHTUAPUH  (KOHEUHast
KOHIICHTPAIIHSI 7,5...5,0 MKM/1),
NepeMeIInBalOT B TeUeHHWE 3 MUH B LIEHKep-
TEpMOCTATE W H3MEpsOT mnornouieHne Abs,
npu utuHe BonHbl 630 HM, morsomieHne AbSz
npu utnHe BonHbI 620 HM, morsomieHue AbSs

2
npu jaiuuHe BomHBL 650 HM. JloGaBisoT
bepurmanua Kanusi (KOHEYHash KOHIICHTPAIHS
1,1...2,2 MxM/1), nepeMemmBaoT B Te4eHue 3
MHH B [IefiKep-TepMOCTaTe U H3MEPSIOT
norsomtenre AbSs npu aune BosHBL 540 HM,
MOCIe 4Yero ONPEACNAIOT  KOHICHTPALHIO
MetHb, Hbiotes sHby, HbDO2, SHb, Hbir B
remonuszare, %MetHb/Hbyt, %SHb/Hbw:, u
CyMMY HEaKTHBHBIX IHUTMEHTOB KpOBH. B
cilydae, KOrJa MpOLEHTHOE cojepiKaHHe
METIeMOTJIO0MHA TI0 OTHOIICHHIO K 00LeMy
konmuectsy Hb ©Oomee 1%, mnpoueHTHOE
coJiepkaHue cynb(oremMorioduHa o
OTHOIIIEHHIO K 00meMy konmuectBy Hb Gonee
0,4%, a cyMMa HEaKTUBHBIX MUTMEHTOB KPOBU
6onee 20%, MTUATHOCTHPYIOT HAJTMYUE OCTPOTO
OTpaBJICHUS] XUMUYECKOH 3THOIOTHH.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se refera la medicina, si anume la toxicologie si poate fi utilizata in diagnosticul
intoxicatiilor acute de etiologie chimica.

Utilizarea, pastrarea si comercializarea incorectd a produselor chimice, cum ar fi: produse
de uz fitosanitar, fertilizanti, medicamente etc. poate provoca intoxicatie acutd de origine
chimicd accidentala sau intentionata. Pentru stabilirea diagnosticului clinic al intoxicatiilor
sus-mentionate este necesar de a efectua testul de laborator privind determinarea nivelului de
methemoglobind, sulthemoglobini, oxihemoglobina. Methemoglobina este produsul oxidarii
ionului feros (Fe?*) al hemului la ionul feric (Fe®"), incapabil de a lega si transporta oxigenul
(O2) in sange. In corpul uman formarea methemoglobinei legata de oxidarea endogeni a
fierului are loc in mod constant, principalul agent oxidant fiind insasi oxigenul (in functie de
presiunea partiala a acestuia). Nivelul fiziologic al methemoglobinei din sange este, dupa
diferiti autori, de la 0,52 péand la 1% (JanunoBa, JI.A. AHanu3bl KpoBH, MOYHM M JPYTUX
OMOJIOTMYECKUX JKUIKOCTEW B pasiuuHble Bo3pacTHble nepuoapl. Cren. Jlut, 2014, 111 c.; T.
Hanscheid, T. Gresnigt, S. Lohr et al. Methaemoglobin and COHb in patients with malaria.
Malaria J., vol. 13, No. 1, 2014, p. 285; K.F. Rechetzki, R. Henneberg, P.H.D. Silva, A. J. D.
Nascimento. Reference values for methemoglobin concentrations in children. Rev. Brasil.
Hematol. Hemoter., vol. 34, No. 1, 2012, p. 14-16).

Methemoglobinemia, cresterea anormald a concentratiei sangvine de methemoglobind
(metHDb), este diagnosticatd atunci cand procentul de methemoglobind depaseste 1% din
hemoglobina totald. Se dezvoltdi methemoglobinemia toxicd de origine endogena datorita
productiei afectate si absorbtiei in enterite (asa-numitele cianoza enterogend). Mecanismul
exact al dezvoltarii methemoglobinemiei nu este cunoscut, dar poate include o productie
endogena crescutd de nitriti (l'epman C.B. MeTreMornoOMHeMuu: 0OCOOCHHOCTH ITaTOTCHE3a U
kmuauk C.B. T'epman. Kiunauueckas memuimnaa. 1999, T. 77, Ne 4. ¢. 9-12, 23).
Methemoglobinemia toxicd de origine exogena (acuta si cronica) apare atunci cand sunt expusi
la agenti de oxidare, agenti chimici care contin azot, nitrocompusi (nitriti si nitrati, inclusiv
nitroglicerina, nitrofenolii, nitroanilina, anilina si derivatii sdi), agenti de oxidare (clorati,
permanganati, haluri, chinone), unii coloranti (albastru de metilen etc.), medicamente (subnitrat
de bismut, furadonina, novocaind, sulfanilamide, aspirind, fenotiazina, anestezice locale (in
special articaind, benzocaind, prilocaind, lidocaind, precum si coloranti de aniling,
metoclopramida, rasburicaza, clorati si bromate (Kymaxosckuit M.C. Kimanueckue ¢GpopMsl
MOBPEXK/ICHUSI TeMOIJIOOMHA  (ITHONOTHS, TMATOreHe3, CHEKTPOHOTOMETPUUYECKHE U
OMOXUMMYCCKUE METOJIBI UCCIICAOBAHUS, JUATHOCTUKA, JeueHue) JI. Memumuna, 1968. 325 c.;
Camp, N.E. Methemoglobinemia. J. Emerg. Nurs. 2007, vol. 33, p. 172-174). Odata ajunsi in
organism, formatorii de methemoglobina oxideaza direct ionul feros (Fe?*) al hemului sau sunt
metabolizati cu formarea de produse care au aceastd proprietate. Nitritii §i nitratii sunt
compusii care oxideazd In mod direct hemoglobina si este un inductor puternic al
methemoglobinemiei. Patologiile provocate de continutul sporit de nitrati, reziduuri de
pesticide si/sau alte substante chimice sunt raspandite in intreaga lume, cu preponderentd in
zonele vulnerabile, in special zonele cu sistemul de aprovizionare cu apd potabila
descentralizat (apa din fantani), regiunile cu utilizarea in exces a produselor de uz fitosanitar si
a fertilizantilor etc. Pentru prima data, in anul 1945 intoxicatiile cu nitrati au fost puse in
evidenta de catre Hunter Comly in SUA. De fapt, anumite cercetari privind nivelul cantitatii de
nitrati in organism s-au facut inca din secolul al XIX-lea, insd, cu toate acestea, un bilant
concludent inci nu a fost elaborat. in anul 1861, cercetitorul Wilffins a descoperit ca nitratii
sunt prezenti 1n urind, chiar si atunci cand din alimentatie lipsesc cu desavarsire azotatii.

Substantele cele mai poluante care depasesc nivelele admisibile in apa potabila
caracteristice pentru fantanile din Republica Moldova sunt: continutul sporit de nitrati (CMA-
50 mg/L), caracteristic pentru fantanile din intreaga tara, care este rezultatul neglijarii de catre
populatie a principiului de respectare a igienizarii, depozitarii dejectiilor animaliere, utilizarii
sporite a fertilizantilor pe baza sarurilor de amoniu etc. Ponderea probelor de apa neconforme
normelor sanitare dupa continutul de nitrati a constituit in anul 2018 — 60%, dupa continutul de
fluor — 2,5%, continutul de bor — 0,2% (Datele statistice al ANSP, 2019).

Nitritii intrd 1n contact cu sangele uman si formeazd un produs chimic numit
methemoglobind. Aceasta substantd impiedicd transportarea oxigenului, adicd functia
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principald a sangelui, rezultatul acestui deficit poate duce pana la lipsa de oxigen (hipoxie). Cel
mai periculos este faptul ca methemoglobina este foarte greu metabolizata de copiii mici, mai
ales sub varsta de 3 luni - din cauza lipsei mecanismelor de metabolizare a unor astfel de
substante intr-un organism tanar.

Se cunoaste cd, Republica Moldova este o tara preponderent agrara, care utilizeaza anual,
in medie, cate 2,47 mii tone de pesticide, care poate duce frecvent la acumularea reziduurilor
de pesticide si nitrati in produsele alimentare de origine vegetald, cu efecte negative asupra
starii de sanatate a populatiei. Utilizarea pesticidelor ramane una din cele mai importante
procedee cu impact asupra sanatatii publice, la care apeleaza producatorii agricoli (Hotararea
Guvernului nr. 567 din 16.07.2014 cu privire la aprobarea Programului national de
monitorizare a reziduurilor de pesticide si a continutului de nitrati in produsele alimentare de
origine vegetald pentru anii 2015...2020 (Monitorul Oficial, 2014, nr. 209-216, art. 631); lurie
Pinzaru, Gheorghii Turcanu, Raisa Sircu, Elena Jardan, Tatiana Manceva. Dezvoltarea
toxicologiei experimentale in Republica Moldova, 2016, 144 p.).

Sunt cunoscute mai multe metode de laborator pentru diagnosticul intoxicatiilor acute de
etiologie chimicd. Cea mai raspanditd este metoda de cromatografie gazoasa cu spectrometrie
de masa care este utila atit pentru separarea substantelor volatile care pot fi gasite in lichide
biologice si pentru a cuantifica concentratia de etanol in sange. Prin analiza gaz-cromatografica
(GC) se obtine o separare a substantelor volatile, fiind posibild identificarea alcoolului etilic
din sangele total. Dupa trecerea printr-o coloand de separare, moleculele de etanol sunt
recunoscute de un detector cu ionizare in flacara (FID) care produce un semnal electric (peak)
proportional cu cantitatea de analit. Metoda de dozare a alcoolemiei se realizeaza pe un gaz-
cromatograf marca Konik cu dispozitiv head-space, coloana capilara cu lungimea de 30 de
metri si diametrul de 0,53 mm, detector cu ionizare in flacard (FID), avand ca gaz purtator
azotul, iar gazele detectoare — hidrogenul si aerul comprimat. In cuva ce contine coloana
capilard se mentine o temperaturd constanta de 30°C, temperatura detectorului este de 250°C,
presiunea H; este de 4 psi, iar a azotului 10 psi. Proba de sange impreuna cu standardul intern
(in proportii egale) se preincélzesc in head-space timp de 10 min la temperatura de 80°C.
Selectivitatea metodei se atestd prin analizarea unui amestec multicomponent format din
metanol, etanol si acetond, cu evidentierea semnalelor individualizate la timpi de retentie
diferiti pentru fiecare analit. In vederea realizarii curbei de calibrare se folosesc urmitoarele:
sange total prelevat de la pacientul cu suspectie/intoxicatie de etiologie chimica. Se verifica
liniaritatea metodei, prin calcularea coeficientului de corelatie. Ca standard intern se foloseste
n-propanol Riedel de Heien cu concentratia de 0,5%o [1].

O altd metoda de stabilire a diagnosticului clinic de intoxicatie acutd de origine chimica
este metoda spectrofotometrie C®-4, CdD-4a sau spectrofotometrie de inregistrare CO-2M,
C®-10, prin care se madsoard cantitatta methemoglobinei (metHb), denumita si hemiglobina
(Hi). Principiul metodei consta in aceea cd, Hi intr-o solutie acida, oferd o banda de absorbtie
caracteristica la 630 nm. Cianura de hemoglobina ( HICN), in care Hi se transforma usor, nu
are o banda de absorbtie 1n locul desemnat al spectrului. Prin urmare, scaderea densitatii optice
care apare in urma tratamentului hemolizatului de sange cu cianuri, este proportionald cu
cantitatea de Hi din solutie. Pentru a calcula cantitatea relativa de Hi, si anume procentul din
cantitatea totala de hemoglobina din singe, este necesara o solutie de control al sangelui
investigat cu un continut de 100 % Hi. Intr-o eprubeta de centrifugd cu aproximativ 10 mL de
solutie fiziologicd se introduc 0,2..0,3 mL de sange. Se centrifugheaza. Eritrocitele se
hemolizeaza in decurs de 30..60 min prin adaugarea a 6 mL de apa distilatd, apoi la
hemolizatul obtinut se adaugd 4 mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 6,8. Hemolizatul
obtinut este centrifugat la 6000...8000 rpm, timp de 10...15 min sau la 3000 rpm, timp de 30
min. Hemolizatul transparent se scurge si se imparte in 2 portiuni, care apoi sunt turnate in
cuve cu o distanta intre fetele de lucru de 1 c¢cm a spectrofotometrului C®-4 sau a unui
dispozitiv similar. in una din cuve se va adaugi imediat o picitura de solutie de 5% sau 5 g
sare uscatd de Ks[Fe( CNg)] (este convenabil si cantariti pe cantar de torsiune), iar continutul
se agita.

Astfel, primim proba Nel — hemolizatul initial si Ne2 — hemolizatul in care hemoglobina a
trecut in Hi. Mai departe, fiecare dintre aceste cuve se fotometreaza de doua ori, inainte si dupa
adaugarea cianurii (substanta foarte toxica pentru organismul uman).

Hi intotdeauna se formeaza in eritrocite in timpul metabolismului ce are loc in acestea,
totusi, se restabileste imediat in hemoglobind sub influenta sistemului enzimatic al
methemoglobinei reductazei. Drept urmare, numai urme de Hi sunt continute in sangele normal
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(mai putin de 1% din hemoglobina prezenta in sange). O cantitate crescutd poate aparea in
cazul cand sunt expusi la diversi agenti de oxidare, in ordinea intoxicatiilor intentionate sau
accidentale (nitriti, nitroanilina si alte substante chimice) [2].

Metoda indicatd prezintd un sir de dezavantaje si anume: existd mai multe surse de
eroare; este mai pufin precisa si pentru realizare necesita o cantitate relativ mare de reagenti cu
o toxicitate 1naltd si o cantitate relativ mare de material biologic, procesul decurge intr-un
interval de timp indelungat, metoda este destul de costisitoare. Un alt neajuns al metodei
indicate constd in aceea ca ea nu prevede elaborarea si selectarea conditiilor optimale de
efectuare a metodei, care ar permite pastrarea intactd a probei pana la efectuarea analizei, fapt
ce influenteazd negativ asupra reproductibilitdtii si preciziei metodei. Se utilizeaza substanta
cianurd, care este toxica, fapt ce se rasfrange nefast asupra starii de sandtate a populatiei, n
special a lucratorilor medicali.

Problema pe care o rezolva inventia constd in elaborarea unei metode de diagnostic, care
ar permite selectarea conditiilor optimale de dozare a nivelului de methemoglobind,
sulthemoglobina, oxihemoglobind si a continutului sumar de pigmenti sangvini neactivi in
aceeasi proba de sdnge, colectarea unei cantitdti mici a materialului biologic din degetul
pacientului (avantaj in cazul colectarii sangelui de la copii), precum si simplificarea metodei
prin reducerea timpului de efectuare a analizei, fapt ce permite de a mari precizia si
reproductibilitatea metodei, productivitatea muncii, eficienta din punct de vedere economic,
utilizarea solutiilor mai putin toxice cu scop de imbunatatire a conditiilor de munca pentru a
diagnostica intoxicatia acutd de etiologie chimica.

Esenta inventiei constd in aceea cd metoda include colectarea probei de sange in cantitate
de 0,02 mL din degetul pacientilor, care se prelucreaza cu o solutie de 0,0125...0,025% de
triton X-100, se agita la vortex, timp de 60 s si se adauga 1,0 mL de solutie de 0,15 M tampon
fosfat-citrat cu pH de 7,0...7,1 (dilutia finald a hemolizatului obtinut fiind de 1/100), dupa care
se centrifugheazi la o rotatie de 5000 rot./min, timp de 5...7 min cu sedimentarea stromei
eritrocitelor, apoi se transfera 300 pL de hemolizat transparent in microplaca fotometrica cu
96 de godeuri si se masoara absorbanta Abs;la lungimea de unda de 630 nm (absorbanta
maxima a MetHb), dupd care se adaugd 5 uL de solutie de 0,47...0,94 mM/L aceton-
cianhidrind (concentratia finald de 7,5...15,0 uM/L) si se agita la o rotatie de 700 rot./min intr-
un termostat agitator, timp de 3 min, apoi se masoara absorbanta Abs; la lungimea de unda de
630 nm, in continuare se masoard absorbanta AbS; la lungimea de undd de 620 nm si
absorbanta Abssla lungimea de unda de 650 nm, apoi se adauga 5 uL de solutie de 68...135,7
mM/L fericianura de potasiu (K3 [Fe (CN)s]) (concentratia finala de 1,1...2,2 uM/L) si se agita
la o rotatie de 700 rot./min intr-un termostat agitator, timp de 3 min, dupd care se masoara
absorbanta Abss la lungimea de undd de 540 nm, apoi se determind concentratia de
methemoglobind in hemolizat (Cimeq) MetHb), concetratia de hemoglobina totald in hemolizat
fard SHb (C(meq)HDbtotfara smb)), concentratia de oxihemoglobind in hemolizat (CmegHbO2),
concentratia de sulthemoglobina in hemolizat (CmeqSHbD), concetratia de hemoglobina totald
in hemolizat (Cimeq)Hbrot), Cantitatea procentuald de methemoglobina raportaté la cantitatea de
Hb totald (%MetHb/CHby:), cantitatea procentuald de sulthemoglobina raportati la cantitatea
de Hb totald (%SHb/CHby) si suma pigmentilor sangvini neactivi (Zpigsag-neac), conform
formulelor:

C(meq) MetHb = (Abs;-Abs;)/3,6;

C mEQ) Hbtot (f?lra SHb) AbSS/].l 0
C(meq) HbO2 = C(meq)Hbiot(fira stv) - Cimeq)y MetHD;

C (meq) SHb = [(Ab53 Abs;) — 0,14 ? C (mgqyHPO2 — 0,43 ? C (meq) MetHDb]/6,25;
mEq Hbtot. mEq Hbtot.(fira SHb) + C (mEq) SHb

%MetHb/C Hbrot.= (Cmeq) MetHb/Cmeq)Hbtot )x100;

%SHb/C Hbior = (CmeqySHB/C (meq)Hbror.)x100;

Ypig. sag neac. = YoMetHB/CHbyor. + %SHB/CHbyor,
in cazul in care cantitatea procentuald de methemoglobina raportata la cantitatea de Hb totala
este mai mare de 1%, cantitatea procentuald de sulthemoglobina raportata la cantitatea de Hb
totald este mai mare de 0,4%, iar suma pigmentilor sangvini neactivi este mai mare de 20%, se
diagnosticheaza prezenta intoxicatiei acute de etiologie chimica.

Rezultatul metodei constd in aceea cd, ea permite determinarea intr-0 singura proba de
sange a concentratiei de derivati ai hemoglobinei (oxihemoglobina, methemoglobind si
sulthemoglobind) pentru stabilirea diagnosticului de intoxicatie acutd de etiologie chimica in
timp redus. De asemenea, datoritd elaborarii si selectarii conditiilor optimale de realizare a
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eficientei economice. In plus, metoda propusa necesita un timp mai redus pentru realizare, are
o complexitate mai mica la etapa preanaliticd. Un avantaj semnificativ al metodei propuse este
cantitatea mult mai mica de biomaterial necesard pentru analiza, luatd din degetul pacientului
ceea ce este, fard indoiala, un criteriu important in alegerea metodelor pentru determinarea
nivelurilor derivatilor hemoglobinei, atunci cand se lucreaza cu pacienti pediatrici.

Metoda se efectueaza in modul urmator: se efectueazad colectarea probei de sange in
cantitate de 0,02 mL din degetul pacientilor, care se prelucreazi cu o solutie de
0,0125...0,025% de triton X-100, se agitd la vortex, timp de 60 s si se adauga 1,0 mL de
solutie de 0,15 M tampon fosfat-citrat cu pH de 7,0...7,1 (dilutia finalda a hemolizatului obtinut
fiind de 1/100), dupa care se centrifugheaza la o rotatie de 5000 rot./min, timp de 5...7 min cu
sedimentarea stromei eritrocitelor, apoi se transfera 300 pL de hemolizat transparent in
microplaca fotometrica cu 96 de godeuri si se masoara absorbanta Abs; la lungimea de unda
de 630 nm (absorbanta maxima a MetHb), dupa care se adauga 5 uL de solutie de 0,47...0,94
mM/L aceton-cianhidrina (concentratia finald de 7,5...15,0 uM/L) si se agita la o rotatie de 700
rot./min intr-un termostat agitator, timp de 3 min, apoi se masoara absorbanta Abs; la lungimea
de unda de 630 nm, in continuare se masoara absorbanta Abss la lungimea de unda de 620 nm
si absorbanta Abss la lungimea de unda de 650 nm, apoi se adauga 5 pL de solutie de 68...135,7
mM/L fericianura de potasiu (K3 [Fe (CN)s]) (concentratia finala de 1,1...2,2 uM/L) si se agita
la o rotatie de 700 rot./min intr-un termostat agitator, timp de 3 min, dupd care se masoara
absorbanta Abss la lungimea de undd de 540 nm, apoi se determind concentratia de
methemoglobind in hemolizat (Cimeq) MetHb), concetratia de hemoglobina totald in hemolizat
fard SHb (CmeqHbiow(rara siv)), concentratia de oxihemoglobind in hemolizat (CmeqHbO2),
concentratia de sulthemoglobina in hemolizat (CmeqSHbD), concetratia de hemoglobina totald
in hemolizat (CmeqHbrot), Cantitatea procentuald de methemoglobina raportata la cantitatea de
Hb totald (%MetHb/CHby:), cantitatea procentuald de sulthemoglobina raportati la cantitatea
de Hb totald (%SHb/CHby) si suma pigmentilor sangvini neactivi (Zpigsag-neac), conform
formulelor:

C(meq) MetHb = (Abs;-Abs;)/3,6;

C mEq) Hbor. (fam SHb) = = Abss/11,0;

(meq) HBO2 = C(meq)Hbrot.(fara stb) - Cmeq) MetHDb;
C (meq) SHb = [(Ab53 Abs;) — 0,14 ? C (mgqyHPO2 — 0,43 ? C (meq) MetHDb]/6,25;
mEq Hbtot mEq Hbtot (fara SHb) + C (mEq) SHb

%MetHb/C Hbrot.= (Cmeq) MetHb/Cmeq)Hbtot )x100;

%SHb/C Hbior = (CmeqySHB/C (meq)Hbror.)x100;

Ypig. sag neac. = YoMetHB/CHbor. + %SHB/CHbyor,
in cazul in care cantitatea procentuald de methemoglobina raportata la cantitatea de Hb totala
este mai mare de 1%, cantitatea procentuald de sulfhemoglobina raportata la cantitatea de Hb
totald este mai mare de 0,4%, iar suma pigmentilor sangvini neactivi este mai mare de 20%, se
diagnosticheaza prezenta intoxicatiei acute de etiologie chimica.

- 11,0 este coeficientul milimolar de extinctie (absorbtivitatea molara () al Hby in
mM/cm™/I);

- 3,6 este coeficientul milimolar de extinctie (absorbtivitatea molara () al MetHb in
mM/cm™/I);

- 6,25 este coeficientul milimolar de extinctie (absorbtivitatea molard (€) al SHb in
mM/cm?/IL).

Exemplu

Se ia o cantitate de 0,02 mL de sange din degetul pacientilor cu suspectii si/sau intoxicatii
acute de etiologie chimica si se amestecd cu 0,98 mL de solutie de 0,0125... 0,025% de triton
X-100, apoi se agitd la vortex 60 s si se adaugd 1,0 mL de solutie de 0,15 M tampon fosfat-
citrat cu pH 7,1 (dilutia finala a hemolizatului obtinut constituie 1/100), dupa care se
centrifugheaza la 5000 rot./min 7 min, pentru sedimentarea stromei eritrocitelor. In continuare
se transfera 300 pL de hemolizat transparent in microplaca fotometricd cu 96 godeuri si se
masoara absorbanta Abs; la 630 nm (maximumul absorbantei MetHb). Ulterior se adauga 5 pL
solutie de 0,94 mM/L aceton-cianhidrina (concentratia finala 15,0 uM/L) si se amesteca la 700
rot./min intr-un termostat agitator, timp de 3 min dupa ce se masoara repetat absorbanta
Abs; 1a 630 nm. In continuare se misoara absorbanta Absz la 620 nm si Abssla 650 nm. Apoi
se adaugd 5 pL solutie de 135,7 mM/L fericianura de potasiu (Ks [Fe (CN)s]) (concentratia



10

15

20

25

30

35

MD 1452 Y 2020.08.31

7

finald 2,2 uM/L) si se agitda 3 min la 700 rot./min Iintr-un termostat agitator, dupa care se
masoara absorbanta Abss la 540 nm.

La masurarea absorbantei s-a obtinut:

Abs; (630nm) - 0172
Abs; (630 nm) - 0,070
Abs; (620 nm) - 0,165
Abs, (650 nm) - 0,103
Abss (540 nm) - 0,851
1. Concentratia (mEq) de MetHb in hemolizat (Cmeqy MetHb) = (Abs;-Absy)/3,6 =

(0,172-0,070)/3,6 = 0,0283;

2. Concentratia (mEq) de Hb totald (farda SHb) (Cmeq) HD tot(ara sm)) in hemolizat =
Abss/11,0 = 0,851/11,0 = 0,0774;

3. Concentratia (mEq) de oxihemoglobina (CmeqyHbO2) in hemolizat = [Cimeq)HD tot.(fara
stb) - Cmeq) MetHb] = 0,0774-0,0283 = 0,0491;

4. Concentratia (mEq) de sulthemoglobind (CmeqSHD) in hemolizat: = [(Abss - Abss) —
(0,14 ? C (meqHbO2) — (0,43 ? C (meq) MetHb)]/6,25 = [0,165-0,103 —(0,14 ? 0,0491) — (0,43 ?
0,0283)]/6,25 = 0,00687;

5. Concentratia (mEq) de Hb totald (Cmeq)Hbwor) in hemolizat: = Cimeg)HD ot (fara swy +
C(meq)SHb = 0,0774 + 0,00687 = 0,0843;

6. Procentul de methemoglobina raportat la cantitatea de Hb totala:
= (C(meq) MetHb / CmegyHbrot ) ? 100 =0,0283 /0,0843 = 33,6%;

7. Procentul de sulthemoglobina (%SHb) raportat la cantitatea de Hb totala
Cmeq)SHb / C(meqyHbrer) ?100= (0,00687/0,0843) ?100 = 8,1%;

8. Suma pigmentilor sangvini neactivi = Procentul de metHb raportat la cantitatea de Hb
totald + Procentul de SHb raportat la cantitatea de Hb totalda = 33,6+8,1% = 41,7%.

in cazul dat avem o hipermethemoglobinemie si o hipersulfhemoglobinemie pronuntata,
insotitd de o hipoxie majord, suma pigmentilor sangvini neactivi costituind 42%, fapt ce
confirma prezenta intoxicatiei acute de etiologie chimica.

Analizele au fost efectuate in laboratorul de biochimie (in numar de 300 de analize), iar
rezultatele obtinute au permis de a argumenta efectul pozitiv si avantajul metodei propuse fata
de cea mai apropiatd solutie. La folosirea metodei descrise se reduce cantitatea de reagenti
relativi toxici folositi (aceton-cianhidrind, Ks [FE(CN)e]), se reduc cheltuielile de timp la
realizarea metodei, se mareste precizia si reproductibilitatea metodei In comparatie cu
prototipul. Aceasta permite de a depista mai precis tulburarile nivelului derivatilor
hemoglobinei in caz de intoxicatii de etiologie chimicd, sau de altd natura, se reduce
probabilitatea aparitiei proceselor patologice legate de intoxicatia cronica cu reactivi toxici, se
reduce actiunea nociva a reagentilor toxici asupra mediului ambiant, creste productivitatea
muncii cu un efect economic apreciabil. Un avantaj important al metodei propuse este
posibilitatea realizarii metodei la pacienti pediatrici, datoritd reducerii cantitétii de biomaterial
necesar pentru analiza.
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(57) Revendicari:

Metoda de diagnostic al intoxicatiilor acute de etiologie chimicd, care include colectarea
probei de sange in cantitate de 0,02 mL din degetul pacientilor, care se prelucreaza cu o solutie
de 0,0125...0,025% de triton X-100, se agitd la vortex, timp de 60 s si se adauga 1,0 mL de
solutie de 0,15 M tampon fosfat-citrat cu pH de 7,0...7,1 (dilutia finala a hemolizatului obtinut
fiind de 1/100), dupa care se centrifugheaza la o rotatie de 5000 rot./min, timp de 5...7 min cu
sedimentarea stromei eritrocitelor, apoi se transfera 300 pulL de hemolizat transparent in
microplaca fotometrica cu 96 de godeuri si se masoara absorbanta Abs; la lungimea de unda
de 630 nm (absorbanta maxima a MetHb), dupa care se adauga 5 uL de solutie de 0,47...0,94
mM/L aceton-cianhidrind (concentratia finala de 7,5...15,0 uM/1) si se agitd la o rotatie de 700
rot./min intr-un termostat agitator, timp de 3 min, apoi se masoara absorbanta Abs; la lungimea
de unda de 630 nm, in continuare se masoara absorbanta Abss la lungimea de unda de 620 nm
si absorbanta Absa la lungimea de unda de 650 nm, apoi se adauga 5 pl de solutie de 68...135,7
mM/L fericianura de potasiu (Ks [Fe (CN)s]) (concentratia finala de 1,1...2,2 uM/L) si se agita
la o rotatie de 700 rot./min intr-un termostat agitator, timp de 3 min, dupad care se masoara
absorbanta Abss la lungimea de undd de 540 nm, apoi se determind concentratia de
methemoglobina in hemolizat (Cimeq) MetHb), concetratia de hemoglobina totald in hemolizat
fard SHb (CmeqyHbiow(rara siv)), concentratia de oxihemoglobind in hemolizat (CmeqHbDO2),
concentratia de sulthemoglobina in hemolizat (CmeqSHbD), concetratia de hemoglobina totald
in hemolizat (Cimeq)Hbrot), Cantitatea procentuald de methemoglobina raportaté la cantitatea de
Hb totald (%MetHb/CHby:), cantitatea procentuald de sulthemoglobina raportati la cantitatea
de Hb totald (%SHb/CHbyy) si suma pigmentilor sangvini neactivi (Zpigsag-neac), conform
formulelor:

C(meq) MetHb = (Abs;-Abs;)/3,6;

C mEq) Hbor. (fam SHb) = = Abss/11,0;

(meq) HBO2 = C(meq)Hbrot.(fara stb) - Cmeq) MetHDb;
C (meq) SHb = [(Ast Abs;) — 0,14 ? C (mgqHbO2 — 0,43 ? C (meq) MetHDb]/6,25;
mEq Hbtot. mEq Hbtot.(fira SHb) + C (mEq) SHb

%MetHb/C Hbiot.= (Cmeq) MetHb/Cmeq)Hbtot )x100;

%SHb/C Hbior = (CmeqySHB/C (meq)Hbror)x100;

Zpig. sag- neac. = %MetHb/CHbyot, + %SHb/CHbyt,
in cazul in care cantitatea procentuald de methemoglobina raportata la cantitatea de Hb totala
este mai mare de 1%, cantitatea procentuald de sulthemoglobina raportata la cantitatea de Hb
totald este mai mare de 0,4%, iar suma pigmentilor sangvini neactivi este mai mare de 20%, se
diagnosticheaza prezenta intoxicatiei acute de etiologie chimica.
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