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(57) Anotace:
Je popséna reagenni smés pro stanoveni hemoglobinu v
krevnim vzorku, kter4 obsahuje vodnou pfimés nejméng
jednoho povrchové aktivniho &inidla v mnoZstvi, které je
c¢inné pro hemolyzu bun&k &ervenych krvinek ve zminéném
vzorku a vznik micel; rozpustnou anorganickou kyanidovou
stl v mnoZstvi, které je i&inné pro vazani se na hemové
molekuly, pochézejici ze zmin&né hemolyzy krevnich bungk;
a pufr pH, schopny zachovat pH zmin&né smési na hodnoté
10,0 aZ 11,2; kde zmin&n4 reagen&ni smé&s v piimési se
zminénym krevnim vzorkem nevyvolava interferenci
zplisobenou buitkami bilych krvinek v automatickych
zplisobech stanoveni hemoglobinu. Zpiisob stanoveni
hemoglobinu ve vzorku celé krve, zahrnuje smigeni
alikvotniho mnoZstvi zmin&ného krevniho vzorku s reagentni
smé&sf na reakdni smés a analyzovani této reakéni smési na
automatickém hematologickém analyzanim pfistroji za
Gielem stanoveni hemoglobinu, pi kterém se pouzije
reagendni smés uvedend vyse.
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Reagenéni smés pro stanoveni hemoglobinu v krevnim vzorku a zpiisob stanoveni
hemoglobinu ve vzorku celé krve

Oblast vynalezu

Tento vynalez se tyka reagenéni smési pro stanoveni hemoglobinu v krevnim vzorku a zpusobu
stanoveni hemoglobinu ve vzorku celé krve, pti analyzovani této reakéni smé&si na automatickém
hematologickém analyza&nim pfistroji za G¢elem stanoveni hemoglobinu.

Dosavadni stav techniky

Meieni hemoglobinu (dale té2 Hb) v celé krvi (dale téZ uplné krvi) se &asto provadi pomoci
manualnich spektrofotometrickych zpiisobii (metod) nebo poloautomatickych a automatickych
a hematologickych analyzatord a s nimi pouZivanych zplisobi a reagen¢nich latek. Posledni
Vvyvoj vysoce vykonnych hematologickych analyzétori (napt. az 100 vzorkd za hodinu), napt.
fady TECHNICON H*™, v&etng systémt TECHNICON H*1™, H*2™ a H*3™. na které viak
vycet neni omezen, vedl k potfebé zpiisobu stanoveni hemoglobinu, které jsou ukon&eny za asi
30 sekund nebo méné.

Kyanidové a bezkyanidové metody stanoveni hemoglobinu a reagenéni latky se pouzivaji
v automatickych analyzitorech hemoglobinu, jako je fada méficich piistroji TECHNICON
H*™ Kk rychlé a kvantitativni pfeméné karboxyhemoglobinu (Hbco) v krevnich vzorcich na
kvantifikovatelny reakéni produkt, na pfiklad za mén& neZ asi 24 sekund. Bylo zji§téno, Ze
hemoglobinové kvantitativni rozbory, provadéné za pouziti jakéhokoliv automatického analyza-
toru, nejsou ovlivnény ptitomnosti az 100 % HbCO jako procenta celkového hemoglobinu v krvi.
Vedle toho bylo zjiSt€no, Ze kyanidova i benzkyanidova metoda za pouiti automatickych
analyzitori TECHNICON H*™ jsou srovnatelné, pokud se tyki vykonovych parametri
linearity, pfesnosti a pfevodu (carryover). Tyto metody byly dale v dobré korelaci s referenéni
manualni metodou stanoveni hemoglobinu v normélnich i abnormalnich krevnich vzorcich podle
Mezindrodniho vyboru pro standardizaci v hematologii (ICSH — International Comittee for
Standardization of Hematology), coz ukazuje na ptijatelnou piesnost (M. J. Malin a kol., 1989,
Am. J. Clin. Path.,, 92:286 — 294), M. J. Malin a kol. 1992, Analyt. Chim. Acta,
262-67-77).

Pokud se tyka analyzy abnormalnich krevnich vzorkd, které mohou obsahovat vyjimeéns vysoké
hladiny bun€k, zvla$té bilych krvinek, miZze byt obtizné u stavajicich metod stanoveni Hb
a v nich pouzitych reagen¢nich latek davat pfesné hodnoty. Podle Wintroba a kol. (1981, Clinical
Hematology, Lea and Febiger, Philadelhia, Pa. str. 208) je normalni podet bilych krvinek fadu
3 az 10 x 10° bungk/pl krve. Za stiednd vysoky normaélni podet Ize povazovat napt. 8 x 10%/pl
a za abnormélng vysoky podet bilych krvinek Ize povazovat asi 10 x 10 bun&k/pl a vice.

Americky patent US 3 874 852 T.E. Hammilla obsahuje reagenéni latku ke stanoveni leukocytii
a hemoglobinu v krvi, obsahujici beziontovy kyanoZelezitanovy roztok s obsahem kvartérniho
amonného jontového povrchové aktivniho &inidla a anorganické kyanidové soli, kde pH
reagendni latky je pfiblizn€ 9 a pH konetného uistrojného roztoku (pufru), pouzitého k analyze, je
7,6 pfi pouZziti s komerénim pufrovanym krevni fedidlem Isoton.

Hemoglobinové reagencni latky s obsahem kyanidu, majici pH v rozmezi 11,2 a% 11,5 nebo 11,6,
jsou komeréné dostupné od nabyvatele tohoto patentu. Jak je v ném popsano, neodekévané
problémy pfi stanoveni Hb pomoci dostupnych hemoglobinovych reagenénich latek se zv1astnimi
hodnotami pH nebyly vyfeSeny aZ do soudasného vynilezcova objevu p¥icin téchto probléma
a vyvoje reagenénich smési a metod podle tohoto vynalezu.
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V disledku toho jsou v oboru potiebné metody a reagenéni latky, které by eliminovaly inter-
ferenci, zplisobenou stfednim aZ vysokym poétem bilych krvinek a mély piijatelnou nepfesnost
pii stanoveni hemoglobinu. Potfebné jsou také metody a reagenéni latky, které netrpi mezi-
systémovymi rozdily a které jsou schopné pfesn& kvantifikovat obsah Hb v situaci jak stiedniho,
tak i vysokého poctu bilych krvinek v normalnich a abnormalnich krevnich vzorcich.

Dalsi problém v tomto oboru vznika, kdyz krevni vzorek zistava ur&itou dobu smisen sreagencni
latkou Hb v reak¢ni smési pred analyzou Hb. Rozdily reakénich rychlosti metod Hb mohou
zaviset na mechanickych aspektech krve v reakéni smési s reagens Hb. Na piklad velké zvyseni
reakéni rychlosti u automatické metody ve srovnani s metodou ICSH mize zaviset na narudeni
molekuly Hb a extrakci vazaného heminového derivatu micelami povrchové aktivniho &inidla
u prvni z vySe uvedenych metod. Na rozdil od toho je u metody ICSH integrita molekularni
struktury Hb zachovana a oxidace krevniho Zeleza a nésledujici vazani kyanidem nastavaijf
v nedot¢ené struktufe hemoglobinu (M.J. Malin a kol., 1989, Am. J. Clin. path. 92: 286 294; M.
J. malin a kol., 1992, Analyt. Chim. Acta, 262: 67 — 77). Z téchto a je$té dal$ich divoda nemusi
souCasné reagen¢ni latky a metody ke stanoveni Hb, pouZivané pro uréité automatické méteni
pfistroje, na pfiklad analyzitorovou fadu TECHNICON H*, pracovat vidy optimalng za
podminek vysokého poltu bilych krvinek. V takovych ptipadech je nutné vyvinout nové
reagencni latky a tyto v oboru pouZit tam, kde je tieba se vyhnout nepiesnému feseni a kolisani
vysledki mezi odliSnymi méficimi piistroji nebo riznymi méficimi piistroji stejné fady, jako je
fada analyzatord TECHNICON H*.

Z hlediska oblibeného klinického pouziti mé&feni Hb uplné krve a z diivodit uvedenych vyse, jsou
znalci v oboru naladéni jak k zachovani piesnosti téchto zkousek na spektrofotometrické bazi, tak
i ke zlepSovéani podminek analyzy a sloZeni reagen¢nich smési, pouZivanych pfi metodach
stanoveni Hb. Pokud se tyka slozeni reagen&nich smési pro méeni a analyzu Hb, iontovy kyanid
pouZivaji stile pravidelné znalci v oboru, jako reagen¢ni latku ke stanoveni Hb, ktera ma
efektivni a presné vysledky. V oboru jsou potéebné metody a reagenéni smési k méfeni a analyze
Hb, které se mohou pouZit s pfijatelnou presnosti ve viech typech hematologickych analyzatord,
na piiklad kyanidova metoda Hb a reagenéni smés, majici vynikajici funk&ni vlastnosti v kazdém
z analyzatord fady TECHNICON H* s malou nebo Zadnou mezisystémovou odchylkou.

Reagenéni smési musi byt optiméln& formulovany tak, aby viechny specifické vlastnosti a slozky
téchto reagenénich latek, véetné specifikace pH, kyanidu, celkové alkality, koncentrace povr-
chové aktivniho €inidla, osmolality a povrchového napéti davaly presné vysledky analyzy pro
normalni i abnormélni vzorky krve, které mohou obsahovat normélni i neobvykle vysokou
hladinu bunék bilych krvinek.

Podstata vynélezu

Pfedmétem tohoto vynalezu je reagenéni smés pro stanoveni hemoglobinu v krevnim vzorku,
JehoZ podstata spociva v tom, Ze obsahuje vodnou pfimés nejméné jednoho povrchové aktivniho
Cinidla v mnoZstvi, které je i¢inné pro hemolyzu bunék &ervenych krvinek ve zmin&ném vzorku
a vznik micel; rozpustnou anorganickou kyanidovou sil v mnozstvi, které je G&inné pro vazani se
na hemové molekuly, pochazejici ze zmindné hemolyzy krevnich bungk; a pufr pH, schopny
zachovat pH zminéné smési na hodnot& 10,0 az 11,2; kde zminén4 reagenéni smés v p¥mési se
zminénym krevnim vzorkem nevyvolava interferenci od bun&k bilych krvinek v automatickych
zplisobech stanoveni hemoglobinu.

Pfedmétem tohoto vynilezu je také zpiisob stanoveni hemoglobinu ve vzorku celé krve,
zahrnujici smiseni alikvotniho mnoZstvi zminéného krevniho vzorku sreagenéni smési na
reakEni smési a analyzovani této reakéni smési na automatickém hematologickém analyzaénim
pfistroji za €elem stanoveni hemoglobinu, jehoz podstata spo¢iva v tom,Ze se jako reagenéni
smés pouZije reagencni smés popsana vyse.
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Dale se uvadéji vyhodna provedeni tohoto vynalezu.

Vyhodné provedeni tohoto vynélezu spo&iva ve smési, jejiz pH je 10,4 a> mén& nez 11,2 zvlasts
vyhodné 10,8 az 11,1 a udelné 11,0.

Jiné vyhodné provedeni tohoto vynélezu spoiva ve smési, kde povrchové aktivni &inidlo je
povrchové aktivni &inidlo obsahujici zwitterion (neboli obojetné (dale té% obojetns) povrchové
aktivni €inidlo), zvolené ze souboru sestavajiciho z Cg—Cg alkylbetaint, alkylsulfobetaind, alkyl-
amidobetaini a alkylamidosulfobetaind.

Zvlasteé vyhodné smés obsahuje obojetné povrchové aktivni &inidlo, které je zvoleno ze souboru
sestavajiciho z

n-alkyldimethylaminiomethankarboxylatu (DAMC),
n-alkyldimethylaminioethankarboxylatu (DAEC),
n-alkyldimethylaminiopropankarboxylatu (DAPC),
n—-alkyldimethylaminiomethansulfonatu (DAMS),
n-alkyldimethylaminioethansulfonitu (DAES),
n—-alkyldimethylaminioprepansulfonatu (DAPS),
n—tetradecyldimethylaminiopropansulfonatu (TDABS),
n—tetradecyldimethylaminiopropansulfonatu (DDAPS),
n-hexadexyldimethylaminiopropansulfonatu,
n-alkyldimethylamoniobutansulfonatu (DABS),
n-alkylamidomethandimethylamoniomethankarboxylatu,
n—-alkylamidomethandimethylamonioethankarboxylatu,
kokoamidopropylbetainu (CAPB),
kokoamidosulfobetainu (CASB),
laurylamidopropylbetainu (LAB),
n—alkylamidomethandimethylamoniomethansulfonatu,
n—alkylamidoethandimethylamonioethansulfonatu a
n-~alkylamidopropandimethylamoniopropansulfonatu.

Jiné vyhodné provedené tohoto vynalezu spodiva ve smési, kterd obsahuje obojetné povrchové
aktivni Cinidlo, které je zvoleno ze souboru sestavajiciho z

N,N—dimethyllaurylamin—-N-oxidu (DMLAO),

N,N-dimethylmyristylamin—N-oxidu,

N,N-dimethylcetylamin—N-oxidu,

N,N—-dimethylstearylamin—N-oxidu,
3—{(3—cholamidopropyl)dimethylamonio]-1-propansulfonatu (CHAPS) a
3-[(3—cholamidopropyl)dimethylamonio]-2—hydroxy—1-propansulfondtu (CHAPSO),

JakoZ i ve smési, kterd obsahuje povrchové aktivni Cinidlo zvolené ze souboru sestivajiciho
z alkyltrimethylamoniumhydroxidi s dlouhym fetdzcem, kationtovych kvartérnich amoniovych
halogenidi a soli C;,—-C3 alkylsulfata s alkalickymi kovy.

Vyhodné provedeni tohoto vyndlezu spociva se smési, kde povrchové aktivni &inidlo je p¥itomno
v koncentraci 10 az 40 grami na litr.

Jiné vyhodné provedeni tohoto vynéalezu spo&iva se smési, kde pufr pH je zvolen ze souboru
sestavajici z kyseliny 3—(cyklohexylamino)—1-propansulfonové (CAPS), tetraburatu sodného,
uhli¢itanu draselného, uhli¢itanu vapenatého a uhli¢itanu sodného.
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Vyhodné provedeni tohoto vynalezu spotiva ve smési, kde pufr pH je p¥itomen v koncentraci
0,05 az 0,15 M.

Jiné vyhodné provedeni tohoto vynalezu spociva ve smési, jeZ obsahuje dale zasadu, kterou je
hydroxid alkalického kovu nebo tetraalkylamoniumhydroxid, kde alkylové skupina obsahuje 1 a
4 atomy uhliku.

Pfi vyhodném provedeni tohoto vynélezu sm&s obsahuje anorganickou kyanidovou sil, ktera je
zvolena ze souboru sestavajiciho z kyanidu hofe¢natého, kyanidu sodného, kyanidu lithného
a kyanidu amonného. Zv1asté vyhodn& ve smési je zdsada pfitomna v koncentraci 0,05 aZ 0,5 mol
na litr a kyanidova siil je pfitomna v koncentraci 0,5 az 5 grami na litr.

Vyhodné provedeni tohoto vyndlezu spodivd v reagenéni smési pro stanoveni hemoglobinu
v krevnim vzorku, ktera obsahuje vodnou pfimés nejméné jednoho obojetného povrchové aktiv-
niho €inidla v mnozstvi, které je G¢inné pro hemolyzu krevnich bunék ve zminéném vzorku a
vznik micel; rozpustnou anorganickou kyanidovou siil v mnoZstvi, které je G¢inné pro vazani se
na hemové molekuly, pochézejici ze zminéné hemolyz krevnich bunék; alkalickou zasadu a pufr
pH, schopné zachovat pH této reagenéni smési na hodnoté 10,4 az méné nez 11,2; ptiéemz
zminéna reagendni smés v piimési se zminénym krevnim vzorkem nevyvolava interferenci od
bunék bilych krvinek v automatickych metodach stanoveni hemoglobinu.

Pfi vyhodnych provedenich zpiisobu stanoveni hemoglobinu ve vzorku celé krve, zahrnujicim
smiSeni alikvotniho mnoZstvi zminéného krevniho vzorku s reagenéni smési na reakéni smés a
analyzovani této reakéni smési na automatickém hematologickém analyza&nim piistroji za Gde-
lem stanoveni hemoglobinu, se vyhodné, zv14t& vyhodné a tgeln& pouZivaji provedeni uvedena
vyse.

Z vyse uvedeného je zfejmé, Ze cilem tohoto vynalezu je zlepSeny zplsob a stabilni reagenéni
smés pro méfeni hemoglobinu a stanoveni v celé krvi. Zpisob a smés podle tohoto vynalezu
zahrnujici reagens s obsahem kyanidu, ktery se miZe univerzalng pouZit v riznych typech analy-
zatord hemoglobinu, zvlast€ automatizovanych systémech fady TECHNICOL H*™, pro
spektrofotometrické stanoveni hemoglobulinu v normalnich i abnormalnich krevnich vzorcich.

Dal3im cilem pfedlozeného vynédlezu je poskytnuti zpiisobu a reagenéni smési, které slouzi
k dosazeni pfesného stanoveni hemoglobulinu za pouZiti vzorkid celé krve s normalni hladinou
bunék bilych krvinek, jakoz i vzorki krve se zvySenou a abnormalné vysokou hladinou bungk
bilych krvinek, fadové alespoii piiblizng 8 x 10° bungk bilych krvinek na mikrolitr nebo vice.
Smés a zplisob podle pfedloZeného vynalezu skuteéné mohou poskytnout ptesné hodnoty hemo-
globulinu u krevnich vzorkd s obsahem nejméng asi 60 x 10° bungk bilych krvinek na mikrolitr.

Jesté daldim cilem ptedloZeného vynélezu je poskytnout reagenéni smés pro hemoglobin
s obsahem kyanidu, kterd zahrnuje vySe popsané zvlastni znaky reak&nich &inidel a reagenéni pH,
které brani nepfipustné nepfesnosti vysledki, zvIasté u analyzy krevnich vzorkd s vysokou
hladinou bunék bilych krvinek. Zvlasté reagentni smési podle tohoto vynélezu maji pH v rozme-
zi kolem 10,0 az 11,2, lépe v rozmezi kolem 10,4 aZ 11,2 a nejlépe v rozmezi 10,8 az 11,2. Tyto
reagencni latky poskytuji pfesna méfeni hemoglobulinu ve vSech analyzovanych krevnich
vzorcich a zmirfiuji problémy s mezisystémovym odchylkami pfi provadéni téchto méfeni. P¥i
zpisobech podle tohoto vynélezu reaguje vySe popsana reagenéni latka s krevnim vzorkem na
vodnou reakéni smés pro stanoveni hemoglobinu v krvi.

Podrobny popis vynilezu

s

Predlozeny vynalez pfinasi zlepSeni ve zpisobech a reagen&nich latkach, pouzivanych k provads-
ni pfesného stanoveni hemoglobulinu v normélnich i abnormalnich vzorcich celé krve. Zvlastni
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zplisob a reagenéni latka podle tohoto vynélezu jsou vhodné k pouZiti na poloautomatickych plné
automatickych spektrofotometrickych analyzatorech. ZvI4sts vyhodné pro pouzitf jsou analyzéto-
rové systémy pro stanoveni hemoglobulinu dostupné u nabyvatele tohoto patentu, v&etng hemato-
logickych analyzitord fady TECHNICON H*™, na které vydet viak neni omezen. Vzorky
kapalin, na kterych se tato méfeni provadi, zahrnuji Eerstvou celou krev, starou nebo skladovanou
krev (napf. po dobu asi 54 hodin), upravené zkuSebni vzorky a specialné pfipravené kontroly a
kalibratory, odvozené od celé krve, pouzivané k provozovani a/nebo kalibraci hematologickych
analyzatorq.

Vyvoj zlepSeného zplsobu stanoveni hemoglobulinu a reagenéni smési podle tohoto vynalezu
vznik] z neCekaného nedostatku presnosti vysledki, ziskanych pomoci b&zné dostupnych reagen-
cii pro stanoveni hemoglobulinu s obsahem kyanidu u automatizovanych zptisobt pfi analyze
krevnich vzorkl s mirnym az mimofadné vysokym podtem bungk bilych krvinek. Nespravné
Udaje a nepfijatelné nepfesnosti byly zv1asté a neSekané zaznamenény p¥i provadéni méficich
analyz hemoglobulinu na krevnich vzorcich s minimalnim po&tem bunék bilych krvinek, mini-
mélng asi 8 x 10° bun&k na mikrolitr, pfi pouziti komer¢nich kyanidovych reagenénich latek pro
hemoglobulin s reagenénim pH asi 11,5 az 11,6.

Nepiesnost byla pozorovana také pii pouziti automatizovanych analyzatord, napf. hematolo-
gickych ptistroji fady TECHNICON H*™, kde se krevni vzorek misi s reagencni latkou pro
hemoglobulin po uritou dobu (napf. asi 30 sekund) k vytvoreni reakéni smési pred vlastni
analyzou hemoglobulinu v automatickém systému. Bylo zjisténo, Ze vysledna neptijatelna
nepiesnost byla disledkem interference bun&k bilych krvinek v krevnim vzorku, a nebyla zpiiso-
bena komponentou krevnich desti¢ek. Pfiklad 4 ukazuje, e buiiky bilych krvinek a nikoli krevni
destic¢ky jsou pfi€inou interference pii méfeni hemoglobulinu.

Pivodce tohoto vynalezu zjistil, Ze pfitomnost vysokého po&tu bungk bilych krvinek v krevnim
vzorku vedla k interferenci v hemoglobulinovém kanalu méfictho piistroje, a tim byly vysledky
stanoveni hemoglobulinu zkreslené. Tabulky 1 a 2 predstavuji Gidaje, ilustrujici ndhodné a chybné
vysledky ziskané u jednoho analyzovaného krevniho vzorku hemoglobulinu (vzdy s 10 opakova-
nymi méfenimi) pfi pouZiti reagen¢ni latky pro hemoglobulin, obsahujici kyanid, s pH 11,6
(tabulka 1) v porovnani se stejnym krevnim vzorkem, analyzovanym s reagenéni latkou pro
hemoglobulin po tipravé pH na 11,2 pfidanim kyseliny chlorovodikové (tabulka 2).

Tabulka 1

Deset opakovanych analyz jednoho krevniho vzorku, reagens Hb s pH 11,6

Cislo opakovaného WBCP' RBC Hb MCV?Z PLT MPV® WBCB® HCT
méfeni

1 269 569 154 81,7 772 86 2659 465
2 27,07 569 152 814 764 86 2690 463
3 27,28 577 160 815 765 85 2746 471
4 26,82 568 151 813 78 85 27,76 462
5 26,09 573 164 81,3 778 84 27,73 466
6 2635 577 150 81,5 782 86 2842 470
7 27,11 561 151 814 786 86 2730 457
8 2620 566 154 812 764 85 27,74 459
9 26,74 566 158 81,5 773 8,5 28,64 462
10 2623 577 157 815 775 84 2879 470
primér 26,76 570 15,5 81,4 775 85 27,73 465
S.D. 0379 0,055 046*% 0,14 85 0,08 0721 0,48
C.V. 1,4 1,0 29% 02 1, 09 2,6 1,0
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hodnoty piekradujici specifikaci

WBCP: pocet bilych krvinek z peroxidazového kanalu
MCV: stfedni objem &ervenych krvinek

MPV: stiedni objem desti¢ek

WBCB: pocet bilych krvinek z bazofilového kanalu
HCT: hematokrit

MR W N - g

Tabulka 2

Deset opakovanych analyz jednoho krevniho vzorku; reagens Hb s pH 11,2

Cislo opakovaného WBCP' RBC Hb MCV’ PLT MPV® WBCB® HCT
méfeni

1 26,79 572 151 81,5 755 84 2747 466
2 2651 573 151 813 733 84 2767 466
3 2653 570 148 81,1 752 84 27,62 463
4 26,70 5,70 15,1 80,9 745 84 2765 462
5 2644 575 149 80,8 782 83  27.66 464
6 26,67 576 150 80,6 751 83 2727 464
7 26,62 572 153 80,5 765 83 28,06 46,1
8 2640 579 150 80,6 749 83 27,62 46,7
9 27,05 584 152 81,0 777 84 2879 473
10 279 577 150 80,9 764 83 2827 46,7
primér 2669 575 151 809 757 84 2781 46,5
S.D. 0,232 0,044 0,14 032 149 0,05 0445 034
C.V. 0,9 08 1,0 04 20 06 1,6 0,7

pocet bilych krvinek z peroxidazového kanalu
pocet bilych krvinek z bazofilnim kanalu

Jak je vidét z tabulky 1, existuje nepfijatelny rozptyl hodnot opakovanych méteni Hb. Na piiklad
mefeni 3 a 5 jsou daleko od primérné hodnoty. Dvé& nebo tfi takové hodnoty s velkou odchylkou
byly typicky ziskdny na krevnim vzorku s obsahem > 8 x 10° bilych krvinek/ul a s pH 11,6
reagen¢ni latky Hb. Na rozdil od toho maji hodnoty v tabulce 2 ptijatelnou nepiesnost. Vyskyt
hodnot s velkou odchylkou byl vylougen snizenim pH reagens Hb na 11,2.

Konkrétnéji byla u n€kolika zkousenych analyzéatorovych systémi TECHNICON H* zji$téna
piitomnost ,,CasteCek™ v reakéni smési reagencni latky Hb a krve v bazofilnim kanalu pfimé cyto-
metrie (Baso DC) v diisledku diferencialniho rozptylu svétla, zpisobeného ptitomnosti &astedek,
ve srovnani s celkovou reakéni smési. Bazofilni kanal byl pouzit v rezimu DC k detekci a na
pomoc pii popisu podstaty interferenc¢niho problému u metody stanoveni Hb. ProtoZe bazofilni
kanal registruje jadra vSech leukocytii zbavena cytoplazma (s vyjimkou bazofili), pozorovani
zjistitelnych udélosti za pouZiti bazofilniho kanalu DC ukazuje, e interference, kterou zptsobuji
bilé krvinky u metody Hb, ma souvislost s jejich jadry. Jak znalci v oboru v&di, mezi populacemi
krevnich buné€k maji bilé krvinky jadra (a DNA), zatimco &ervené krvinky adesti¢ky nikoliv.

Se zvlastnim ohledem na pfimou cytometrii Baso obsahuji systémy hematologickych analyzatora
H* kanal Baso, ve kterém jsou analyzovény bilé krvinky (viz patent US 5 518 928, autor J. F.
Cremins a kol.). V kanélu Baso jsou krevni buiiky smichény s reagen¢ni latkou, ktera lyzuje
ervené krvinky a zbavuje cytoplazmy viechny bilé krvinky s vyjimkou bazofili. Vétsina bilych
krvinek se tedy zjisti jako bun&tna jadra. V predlozené analyze byly krevni vzorky manuélné
fedény pfiblizné 60-krat v reagentni smési Hb a pak smiSeny. Vysledna reakéni smés byla
zavedena do kanalu Baso pfes aspira¢ni rezim pfimé cytometrie (DC). KaZd4 reakéni smés byla
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nasata timto zpisobem celkem &tyfikrat po asi 30 sekundich. Pak byla tabelovana stiedni
hodnota +/- SD s platnych poé&tt bunék.

AniZ bychom si pfali se vazat jakoukoliv specidlni teorii, zne&istujici &astetky by mohly byt
agregaty na bazi DNA, které absorbuji nebo rozptyluji svétlo rozdilné od celkového vzorku a tim
zpusobuji interferenci. ProtoZe tyto agregaty nejsou pravdépodobné homogenns rozptyleny
v reakéni smési Hb, jejich poloha v pritokové komote viiéi draze svétla je u kazdé reakéni smési
Jind. V kandl Hb je proto v sérii deseti nasati Sasto pouze velmi maly poet (napk. 2 az 4) hodnot
s velkou odchylkou (viz tabulka 1, mé&feni 3 a 5), které predstavuji velky rozptyl v uvedené
datové fadé. Na rozdil od toho u kanalu Baso DC umoznil ¢inek proudéni snimat detektorem
mnohem vet8i objem reakéni smési tak, Ze kazda reakéni smés obsahujici reagenéni smés s pH
kolem 11,6 a pocet bilych krvinek = />8 x 103 bun&k/ ul krve (tzn. s vysokym BC davaly platny
podet 1250 ,,udélosti“ (tabulka 7). U reagen&ni smé&si Hb s pH méné& ne asi 11,5 nebo 11,6, nebo
s pH 11,6 u vzorku s nizkym BC byl platny pocet 23 az 129 udalosti BC v pouziti zde se vztahuje
na bilé krvinky a desti¢ky.

K dosaZeni ptijatelnych hodnot nepiesnosti (tzn. v mezich statistické specifikace) p¥i stanoveni
Hb v krevnich vzorcich viech typt, véetné vzorkd s poétem bilych krvinek od asi 8 az 35 x
10° bun&k/pl s vyssim, byla vyvinuta zlepSena reagen¢ni smés, kterd byla pouZita v metodach
stanoveni Hb. Reagens podle tohoto vynalezu je vodny roztok, obsahujici anorganickou kyani-
dovou siil, a s reagen¢nim Hp v rozmezi 10,0 az 11,2, 1épe 10,4 az asi 11,2 a nejlépe asi 10,8 az
11.2. Doporuené pH reagen¢ni smési je asi 10,9 az 11,1. Optimalni rozsah pH reagenéni smési
podle tohoto vynalezu je nad 10,8 a pod 11,2. Zv1asté vhodné pH reagenéni smési je, na p¥iklad,
11,0. Pfi pfipravé a zkouskach reagencnich latek s reagenénim pH v rozmezi 10,8 az 11,2 davaly
tyto reagens v celém rozsahu pH v odstuptiovanych zkouskich po 0,2 pH na automatickém
hematologickém analyzitoru TECHNICON H* pijatelnou nepiesnost (viz ptiklad 6).

ZlepSena reagentni smés s obsahem kyanidu s vyraznym a odli§nym optimem pH od reagenc¢nich
smési Hb, vsouCasné dobé pouzivanych pii metodich Hb na meéficich piistrojich fady
TECHNICON H*, zmirnila nepfijatelné hodnoty nepfesnosti u krve s vysokym Bc a davala
stabilni reagencni latku pro stanoveni Hb. Pfedpokladana doba skladovatelnosti reagendni smési
podle tohoto vynalezu bude delsi v disledku sniZeni reagenéni hodnoty pH (tzn. z asi 11,4 a vy3si
na asi 11,2 az 10,4, nejlépe 11,2 az asi 10,8). Diivodem je to, e se kyanid odbourava
hydroxidovymi ionty, které se vyskytuji v reagen¢ni latce s pH 11,6 (Weigand a Tremilling,
1972, J. Org. Chem. 37:914). Ptiklady 5 a 6 popisuji zkoudky, provedené k vyhodnoceni vlivu
reagen¢niho pH na vysledné hodnoty Hb u celkovych krevnich vzorki.

Reagencni smés Hb s obsahem kyanidu podle tohoto vynalezu obsahuje nasledujici slozky ve
vodné piimési: iontové povrchové aktivni &inidlo, v&etné kationaktivniho, anionaktivniho a obo-
Jetné aktivniho ¢inidla, nebo jejich smé&si a kombinaci; iontovou kyanidovou slougeninu nebo
kyanidovou siil k zajisténi kyanidovych ionti, a vhodny pufr k dosaZeni a zachovani vhodné
alkalické reagenéni pH podle tohoto vynalezu.

V reagencni smési podle tohoto vynalezu zpisobuje povrchové aktivni &inidlo hemolyzu &erve-
nych krvinek ve vzorku. Paralelng s tim se o¢ekava také rozpousténi bun&&nych tlomki a plaz-
movych lipidii a tvofeni micel v disledku piisobeni povrchové aktivni slozky. Pfi alkalickém pH
ztraci struktura Hb vétSinu ze svych solnych mustki. Proteinova struktura Hb se dile narusuje
vystavenim hemovych molekul slozkam reagenéni smési.

Aniz bychom si prali se vazat jakoukoliv teorii, jmenovité pisobeni povrchové aktivni &inidla
a alkalické pH uvoliiuji hemy z jejich vazby s globinem na smés Zelezitych a eleznatych hemd.
Tyto hemy oxiduji na vzduchu na Zelezitou formu. Dale nastava axialni vazani a micelizace
Zelezitych hemil a vznikaji specifické kone¢né produkty, vyznadujici se charakteristickym
absorpcnim spektrem. Oxidace hemového Zeleza a vazani hemového Zeleza kyanidem nastavaji
po uvolnéni hemi z globinovych molekul. U kyanidové reakce se kyanidy (2) vaZou na hemy
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jako axidlni ligandy. Zelezity dikyanoporfyrin se extrahuje do dispergované micelarni faze
a zaujimé polohu uvnitf micely (tzn. micelizovany Zelezity dikyanoporfyrin), kde vytvafi zabar-
veny (Cervenohnédy) produkt. Dal3i popis biochemickych mechanizmi a funkei sloZek reagens
Hb s obsahem kyanidi Ize najit v M. Malin a kol., 1992, Anal. Chim. Acta, 262: 77.

Znalci v oboru védi, Ze kyanidovy ion po zavedeni do krevniho vzorku smiSenim s reagendni
smési je optimalng volné k dispozici k chemickému sluovéni s hemovym Zelezem a neni proto
piili§ pevné vazéan na svijj pfidruzeny ion kovu. Podle tohoto vynalezu se kyanidovy jon dodava
nejlépe ve formé soli s anorganickym kationtem, zv14sté kationtem alkalického kovu, nejlépe
monovalentnim kationtem, jako je sodik, lithium, draslik nebo amonium. Pro pouziti Ize uvazovat
kyanidové soli polyvalentnich kovovych kationtii, napf. divalentnich a trivalentnich kovovych
kationtd, tyto polyvalentni ionty viak nemusi dovolit optimalni vazani kyanidu na hemové Zelezo
v reakéni smési v disledku silné vazby polyvalentniho kovového iontu na kyanid. O divalentnich
a trivalentnich kationtech je dile znimo, Ze tvofi nerozpustné hydroxidové precipitaty, které
nejsou vhodné pro predloZeny vynélez. Anorganickd kyanidova stil je pfitomna ve smési
v koncentraci asi 0,5 aZ 5 g/l, nejlépe asi 1 az 2 g/I.

Vodny roztok reagenéni smési podle tohoto vynalezu zahrnuje vyse popsané slozky, rozpusténé
ve vod¢ a mé kone¢né reagenéni pH od 10,0 do asi 11,2, 1épe od asi 10,4 do asi 11,0, jests lépe
asi od 10,8 do maximalné 11,2, nejlépe asi od 10,9 do 11.1. Optimélni pH reagenéni smési je asi
11,0 v souladu s timto vynalezem. Jedna nebo vice pufrovacich slozek v ptimési dava vhodné pH
reagencni smési. PredloZend reagenéni smés neobsahuje Zelezitokyanidovy ion. Osmolalita
reagencni smési Hb je asi 450 az 490 mosm/kg. Povrchové napéti reagenéni smési podle tohoto
vynélezu je asi 31 — 32 dynii/cm.

Pfiklady iontovych povrchové aktivnich Einidel, vhodnych pro pouZiti podle tohoto vynalezu, ale
neomezenych pouze na tyto, zahrnuji obojetné aktivni, anionaktivni a kationaktivni ¢inidla. Se
zvlastnim ohledem na obojetné aktivni povrchova ¢inidla Ize pro pouZiti podle tohoto vynélezu
uvazovat n€kolik obecnych tiid téchto povrchové aktivnich &inidel. Ptiklady vhodnych tiid
obojetn€ povrchové aktivnich €inidel jsou betainy, v&etn& karboxybetaind, sulfobetainti (znamé
také jako sultainy), amidobetainii a sulfoamidobetaini. Zvl4§té zajimavé jsou Cg—C -, nejlépe
Ci0—Cis — alkylbentainy, sulfobetainy, amidobetainy a sulfoamidobetainy, na piiklad lauryl-
amidopropylbetainového (LAB) typu. Smési a kombinace povrchové aktivnich &inidel se mohou
také pouzit ve smési a metodé podle tohoto vynalezu.

Neékteré priklady vhodnych obojetné povrchové aktivnich ginidel v betainové t¥idé zahrnuji

n — alkyldimethylamoniometankarboxylat (DAMC),
n — alkyldimetylamonioetankarboxylat (DAEC)
a n — alkyldimethylamoniopropankarboxylat (DAPC).

Nekteré priklady sulfobetainové tfidy obojetné povrchové aktivnich &inidel zahrnuji n — alkyl-
sultainy nebo n— alkyldimeethylamonioalkylsulfonaty, jako je

n — alkyldimethylamoniometansulfonat (DAMS),
n — alkyldimetylamonioetansulfonat (DAES),

n — alkyldimetylamoniopropansulfonat (DAPS)

a n — alkyldimetylamoniobutansulfonat (DABS).

Z obojetné povrchové aktivnich &inidel DAPS jsou zvlasté vhodné TDAPS, kde , T je
n — tetradecyl DDAPS, kde ,,D je dodecyl, a hexadecyldimetylamoniopropansulfonat.
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Amidobetainy zahrnuji mj.

n — alkylamidometandimetylamoniometankarboxylat nebo
n — alkylamidometandimetylamonioetankarboxylat.

Preferovany amidobetain je laurylamidopropylbetain (LAB). Vhodné jsou také analogické
amidobutainsulfonaty, jako

n — alkylamidometandimetylamoniometansulfonat,
n — alkylamidoetandimetylamonioetansulfonat
a n — alkylamidopropandimetylamoniopropansulfont.

Vedle toho Ize uvazovat o pouziti amidobetaint, které maji jako zdroj mastné kyseliny kokosovy
olej, napt. kokoamidopropylbetain (CAPB) a kkoamidosulfobetain (CASB). Dalsi popis betaini,
sulfobetaini, amidobetainii a amidosulfobetaini je mozné nalézt v piislusné literatufe, na ptiklad
S. Takano a kol. 1977, J. Amer. Oil Chem. Soc., 54:139 — 143 a 484 — 486; Z. El. Rossi Cs
Horvath, 1982, Chromatographia, 15: 75 — 82; Kaminski a linfield, 1979, J. Amer. Oil Chem.
Soc., 56: 771 ~773.

Dalsi obojetné povrchové aktivni ¢inidla, vhodna pro pouZiti podle tohoto vynélezu, zahrnuji N,

N — dimethyllaurylamin N — oxid (znamy také jako DMLAO nebo LO), N,N — dimetylmyristyl-
amin N - oxid, N, N — dimethylcetylamin N — oxid a N, N — dimetylstearylamin N — oxid. Vhod-
néa pro pouZiti jsou také obojetn€ povrchové aktivni &inidla, kterd zahrnuji 3 — [3 — cholamido-
propyl) dimetylamonio] ~ 1 —propansulfonat (CHAPS) a 3— [3 — cholamidopropyl) dimetyl-
amonio] — 2 — hydroxy — 1 — propansulfonat (CHAPSO).

Néktera anionaktivni povrchova ¢inidla, ktera lze zahrnout do pouziti, jsou soli alkalickych kovii
Ci2—Cg — alkylsulfonatd, na ptiklad laurylsulfat sodny, laurylsulfat lithny a myristylsulfat sodny.
Obecné ma iontové povrchové aktivni ¢inidlo uhlovodikovy fetézec s asi 12 az 18 atomy uhliku,
obvykle nerozvétveny, s jednou iontovou hlavni skupinou. Hlavni skupina miiZe byt kationaktiv-
ni, anionaktivni nebo obojetné aktivni.

Jiné tfidy iontovych povrchové aktivnich Cinidel, které Ize uvazovat pro pouziti podle tohoto
vynéalezu, zahrnuji alkyltrimetylamoniumhydridy, zvla§t¢ alkyltrimetylamoniumhydridy s
dlouhym fetézcem, jako

stearyltrimetylamoniumhydrid,
lauryltrimetylamoniumhydrid,
myristiltrimetylamoniumhydrid
a ctyltrimetylamoniumhydrid.

Dalsi tfida iontovych povrchové aktivnich &inidel zahrnuje kationaktivni kvartérni amonné
halidy, nejlépe Cy; — Cyg alkyltrimetylamoniumhalidy. Na p¥iklad alkyl Cy; — C;¢ miize byt cetyl,
stearyl, myristil nebo lauryl; halidy mohou byt chloridy nebo bromidy nebo fluoridy. CTAB
neboli cetyltrimetylamoniumbromid je piiklad. Obecng je povrchové aktivni &inidlo p¥itomno ve
smési v koncentraci asi 10 az 40 g na litr (g/l), 1épe asi 15 az 25 g/l, a jestd lépe asi 20 g/l.
Prednostni pouZiti podle tohoto vynalezu maji obojetné povrchové aktivni ¢inidla.

Pufrovaci systémy (nebo pufry) pro pouZiti v této reagenéni smési Hb a metodé maji odolnost
vici zméné pH reagencniho roztoku. V oboru konvenéné pouZzivané pufru s odpovidajicimi
hodnotami pK pro zachovani reagen¢niho pH v rozmezi 10,0 aZ asi 11,2, 1épe asi 10,8 aZ asi
11,1, a nejlépe asi 10,9 az 11,1 se mohou obecné pouZit v reagenéni smési Hb podle tohoto
vyndlezu. Optimalni pH reagencni smési je kolem 11,0. P¥iklady vhodnych pufri jsou mj.
kyselina 3 — [cyklohexylamino] — 1 — propansulfonova (CAPS); borax (tzn. tetraborat sodny);
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karbonaty, jako uhli¢itan draselny, vapenaty nebo sodny a TRIS. Pufry se pouzivaji ve smési
podle tohoto vynélezu v koncentraci kolem 0,05 M az 0,15 M, lépe asi 0,075 M az 0,125 M
a nejlépe asi 0,10 M. Prednostni je pufrovaci systém pH, obsahujici borax (0,05 M) a NaOH
(0,1 M), ve kterém se krevni vzorek fedi 250 x tak, aby koneéné pH reakdni smési krev
- reagencni latka bylo v pfijatelném rozsahu pH pro tento vynalez.

Reagenéni smés podle tohoto vynalezu miize zahrnovat alkalicka &inidla (zasady), podle potieby
a pfiméfené s vhodnymi pufry. Vhodné zdsady zahrnuji mj. hydroxidy alkalickych kovd, jako
hydroxid sodny nebo hydroxid draselny. Také vhodné pro pouziti jsou zasady, jako tetraalkyl-
amoniumhydrid, kde alkylova skupina miZe obsahovat 1 az 4 uhlikové atomy, na piiklad tetra-
butylamoniumhydrid. Tato zasady je pfednostng piitomna ve smési v mnoZstvi asi 0,05 aZ
0,5 mol/l, 1épe asi 0,05 az 0,2 mol/l, jests 1épe kolem 0,1 mol/l.

Obecné metoda podle tohoto vynalezu zahrnuje smiSeni krevniho vzorku s reagen&ni smési podle
tohoto vynalezu na reakéni smés. Z reakce komponent reagenéni smési vznikly reakéni produkt
s pfirozené se vyskytujicimi hemoglobinovymi druhy v krevnim vzorku (celkova krev nebo
kalibrator nebo kontrolni materidl) se zjistuje spektrofotometricky na 546 nm. Mezi p¥irozené se
vyskytujicimi hemoglobinovymi druhy, které lze m&fit pomoci metody a reagenéni smési podie
tohoto vynalezu jsou deoxyhemoglobin, oxyhemoglobin, methemoglobin, fetalni hemoglobin,
karboxyhemoglobin a srpkovity hemoglobin. Krevni vzorek se ziedi asi 250 krat (ptesnéji
251 — krat: 250 objemovych jednotek reagen¢ni smési plus 1 objemovéa jednotka krevniho
vzorku) s reagenéni latkou a vysledny reakéni produkt mé reprodukovatelné absorp&ni spektrum
a maximalni absorpci na 549,5 nm (M. Malin a kol., 1992, Anal. Chim. Acta, 262 : 67).

Priklady

Nasledujici piiklady, jak jsou zde uvedeny, maji za G&el ilustrovat na piikladech riizna hlediska
realizace vynalezu a nemaji za cil vymezit vynéalez z4dnym zptisobem.

V piikladech dile jsou pouzity nasledujici zkratky: BC : bufry coat; % CV: koeficient variace;
df: stupeil volnosti; DC: piima cytometrie; Hb: hemoglobin; PLT: desti¢ky; potet PLT: PLT
X 103/;11; RBC: ervené krvinky; po¢et RBC: RBC x 106/ul; SD: standardni odchylka; WBC: bilé
krvinky; podet WBC x 10°/ul; WBCB: podet bilych krvinek,ziskany z bazofilniho kanalu hema-
tologického systému H*; WBCP: poget bilych krvinek, ziskany z peroxidazového kanalu hemato-
logického systému H*.

Piiklad 1
Ptiprava normalnich a specialné manipulovanych krevnich vzork

V experimentech, sestavenych k testovani funkce riznych reagenénich latek Hb a k méfeni
a stanoveni Hb a poftu krvinek v rliznych typech krevnich vzorkii, byla odebrana Gplna krev
dobrovolnikim v Bayer Corporatioj (,,normalni* krevni vzorky) do zkumavek Vacutainer, anti-
koagulovany pomoci EDTA (nejlépe KsEDTA) a uloZena pti normélni teplot&. Tyto normélni
krevni vzorky byly rutinng pouzity do 8 hodin po odb&ru. Uplna krev byla odstfedéna pri
25 000 ot/min (700 x g) 30 minut k odd&leni BC (definovaného jako bilé krvinky a destitky) od
Cervenych krvinek. Krevni vzorky byly rovnéz upraveny k dosaZeni zkusebnich vzorki s urdity-
mi vlastnostmi. Na piiklad, Gprava po&tu bilych krvinek na asi 15 az 20 x 10° bungk/pl krve, BC
ze dvou az tii zkumavek se zkombinoval do jedné zkumavky od stejného darce krevniho vzorku.

Pfi pfipravé upraveného krevniho vzorku na nizky WBC, vysoky PLT a normalni RBC bylo osm

zkumavek od jednoho darce odstfed’ovano pfi 2500 ot/min po dobu 25 minut. Plazmy byly
pfevedeny do Cistych zkumavek. BC byly prevedeny do dvou hematokritovych zkumavek
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Wantrobe a tyto zkumavky byly odstfed’ovany jako vyse. Plazmova vrstva a vét$ina vrstvy PLT
byla pfevedena ze zkumavky Wintrobe do malé &isté zkumavky. Byl ptidan 1 ml plazmy
a zkumavka byla odstfed’ovana pfi 1000 ot/min po dobu 10 minut. Kapalina nad usazeninou pak
byla dekantovana do zkumavky, obsahujici pouze RBC; plazma byla doplnéna na pivodni objem
a smiSena.

K piipravé upraveného krevniho vzorku s vysokym WBC, nizkym PLT a normalnim RBC byla
vrstva WBC pievedena ze zkumavky Wintrobe do zkumavky, obsahujici pouze RBC. Plazma
byla doplnéna na pivodni objem a smiSena.

Ptiklad 2
Statistika: Validace experimentalni konstrukce na bazi N = 10

Zkousky za ugelem vyhodnoceni funkénich vlastnosti riiznych davek zkusebnich reagenénich
smési Hb, zvIasté davek s rozdily v reagen¢nim pH, pro metodu stanoveni Hb obsahovaly obecn
tfi prvky: negativni kontrola reagen¢ni latky a zkuebni reagenéni latku, z nichZ obé musely
projit specifikaci provadéné metody na automatickém analyzatoru, a pozitivni kontrolu reagenéni
latky, kterd nesméla splnit podminky specifikace. VSechny datové soubory obsahovaly deset
opakovanych méfeni. Specifikace zahrnovala SD a %CV.

Jako ilustrativni piiklad pro uéely systému TECHNICON H* byly predepsény dvé hodnoty pro
metodu Hb, a to 0,124 pro SD a 0,78 pro %CV. U tohoto piistroje byla pfedepsana hodnota SD
dodrZena az do Hb = 15,9 g/dL, tzn. [100 (0,124/0,78) = 15,9]. Pi hodnot& SD nad 15,9 g/dl byla
rozhodujici predepsand hodnota %CV. To znamena, Ze nad 15,9 g/dL bylo moZné nesplnit
piedepsanou hodnotu SD, ale splnit piedepsanou hodnotu %CV a dosahnout piijatelnou neptes-
nost vysledkd Hb.

Byla pouZita statistika CHI-SQUARE ke stanoveni SC vzorku, ktera se vyrazné lifila od
specifikace 0,124 pro sadu deseti opakovanych méfeni na vzorek pro koncentrace Hb ve vzorku
az do 15,9 g/dl véetné.

[s* / sigma’] > CHI)os/df, kde s’ je variace vzorku, sigma’ je variace normalni populace,
CHIZO,Qs/DF je statistika CHI-SQUARE na tirovni signifikace 5 %,

[s*/(0,124)*] 1,88
s> > 1,88 (0,0154)
s> 0,170, kde s je standardni odchylka vzorku.

Tedy pro N =10 (a 9 df), jestlize SD > 0,17 pro urditou sadu dat, pak se tato sada vyznamné ligi
od specifikace, SD % 0,124 (Dixon a Massey, 1983, Instroduction to Statistical Analysis,
McGraw Hill, str.110). Podle toho v kazdé zkousce funkéni schopnosti s koncentracemi Hb ve
vzorcich do 15,9 g/dl véetné bylo cilem ziskat SD > 0,17 u pozitivni kontrolni reagenéni latky.
Pozitivni kontrolni reagentni latka ukéazala, Ze systém byl schopen reagovat na problém
nepfijatelnych hodnot neptesnosti za podminek zkousky.

Pro koncentraci Hb ve vzorku nad 15,9 g/dl byla k vypodtu odpovidajici SD pouZita specifikace
%CV pouzitim vztahu Hb v g/dl = (SD x 100) / 0,78. Byla sestavena niZe uvedena tabulka 3
ak vypoltu odpovidajici SD vzorku, lisici se vyznamné& od specifikace, byla pouZita statistika
CHI-SQUARE.
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Tabulka 3

Hb, g/dL Specifikace SD SD vzorku, ktery se vyznamné li$i od specifikace s N = 10

16,0 0,125 0,171
17,0 0,133 0,182
18,0 0,140 0,192
19,0 0,148 0,203
20,0 0,156 0,214
21,0 0,164 0,224
22,0 0,172 0,236
23,0 0,179 0,245
24,0 0,187 0,256
25,0 0,195 0,267

V té&chto vyhodnocenich byla rozhodnuti, tykajici se pfijatelnosti a nepfijatelnosti zkousené
reagencni latky, zaloZena vyhradng na specifikaci SD.

Piiklad 3

Hustrativni sloZeni reagen¢ni latky Hb, pfipravené podle tohoto vyndlezu a pouZité pro stanoveni
Hb, jak je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4
Slozka reagens Mnozstvi/litr
boritan sodny 19,07 g
zésada (hydroxid sodny) 40¢g
povrchové aktivni ¢inidlo (lauryldimetylaminoxid, 30 g/100 ml ve vodg) 66 mL
kyanid draselny 1,3az1,6¢
10 N hydroxid sodny 0,65 mL
3 N kyselina chlorovodikova podle potieby
deionizovana voda, qts. 1

Reagen¢ni smés byla po piipravé prefiltrovana na polysulfonové nebo nylonové membrang
0,2 mikronu. Kone¢né pH této ilustrativni reagendni smési bylo 11,0 p¥i 25 +/— 3*C, celkova
alkalita nebyla mensi neZ 180 mEq/l, vzhledové &ird bezbarva kapalina, ktera podle vizualni
kontroly v podstaté neobsahovala z4dné tuhé &astice.

Ptiklad 4
Urceni, Ze bilé krvinky a nikoliv desti¢ky jsou zdrojem interference v BC vzorku.

Byly provedeny experimenty ke stanoveni, zda bilé krvinky nebo desti¢ky jsou zdrojem interfe-
rence v analyzach Hb, provadénych na hematologickych analyzach fady TECHNICON H*. Byly
pfipraveny a vyzkouSeny reagenéni latky s obsahem kyanidu, které mély stejné piisady a ligily se
v reagenénim pH. Pomoci téchto analyz bylo zji§téno, Ze krevni vzorky s vysokymi BC (tzn. se
zvySenymi hodnotami WBC a PLT manipulaci) byly spojeny s velkou SD pfi pouZiti s reagenéni
latkou Hb s pH 11,6 a analyzovanych na systému TECHNICON H*3. Bylo tedy provedeno
vyhodnoceni ke stanoveni vlivu vysokého WBC nebo PLT na nepfesnost za normalniho po&tu
RBC.
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Jak uvédi tabulka 5, byly WBC a nikoliv PLT zji§tény jako pii¢ina problému nepfesnosti v téchto
analyzach. Na piiklad, SD bylo 0,22, kdyz WBCP (vysoké), LT (nizké) byly 26,25 a 71
(tzn. CHI-SQUARE splnéna). Obracené SD byla 0,08, kdyz WBCP (nizké), PLT (vysoké) byly
0,24 a 938. Je tfeba poznamenat, Ze proces frakcionalizace, pouzity k p¥ipravé upravenych
vzorki, zplsobil vysoké WBC ve vzorku, ktery obsahoval 93 % neutrofilnich latek, které jsou
proto pficinou nepfesnosti pti pH 11,6. Je tedy pravdépodobné, Ze jiné typy WBC vedle neutro-
filnich latek (tzn. lymfocyti, monocyt, bazofild a eosinofilii) by prisp&ly k vysokym udrovnim
interference ve zkouskach pro stanoveni Hb.

Tabulka 5 Zkouska na neptesnost: WBC v zavislosti na PLT

ZkuSebni reagenéni latka Hb, pH 11,6

Pokusé.  WBCP RBC PLT Hb, g/dl  Spec. SD %CV CHI-SQ
vzorku SD
1 0,09 4,99 3 15,8 0,07 0,4 >0,17
2 24,27 5,78 835 18,3 0,27* 1,5 > 0,203
3 2,79 4,78 836 15,1 0,08 0,5 >0,17
4 0,24 5,14 938 16,3 0,08 0,5 >0,182
5 26,25 4,95 71 15,6 0,22 1,4 >0,17

Vsechny vzorky byly pfipraveny jako v ptikladu 1.

*:  nesplnil specifikaci

Piiklad 5

Zkousky, ukazujici Ze reagenéni pH je v pfimém spojeni s nepfesnosti vysledki zkousek Hb

K upfesnéni, zda pH reagenéni latky je nebo neni pfi¢innym faktorem sniZeni hodnot p¥ijatelné
nepfesnosti zkousek Hb, bylo pH reagenénich latek Hb upraveno na hodnotu od 11,42 do 11.66.
Byly pfipraveny dal8i zkusebni reagenéni latky, u kterych bylo pH sniZeno z 11,60 na 10,8 a na
11,2 a 11.3. Jak bylo popsano vyse, bylo zji§téno, Ze reagenéni latky s pH nad asi 11,5 az do 11,6
(a vy38i, napf. 11,66) davaly nepfijatelng vysokou neptesnost pii méfeni Hb ve vzorcich
s vysokym poctem bilych krvinek. Tyto zkousky byly navrzeny za G¢elem zjisténi, zda zm&na pH
dané reagen¢ni litky Hb muiZe tuto reagen¢ni litku pfeménit na reagendni latku, davajici
piijatelné hodnoty nepfesnosti v analyzich Hb, provadénych na systému hematologickych
analyzatord H*. Rizné reagenéni latky Hb takto upravené byly zkouseny na krevnich vzorcich
v automatickém hematologickém analyzatoru H* a bylo jim pfitazeno hodnoceni podle kritéria
»SpInil, ,,nesplnil* podle toho, zda ziskany vysledek m&feni Hb mél pijatelnou nep¥esnost
(»spInil®) nebo nepfijatelnou nepiesnost (,nesplnil*). Pouzité krevni vzorky pro tyto experimenty
obsahovaly vzorek s vysokym BC (tzn. WBCP : RBC : PLT = 19,76 : 6,37 : 704) a vzorek
s nizkym BC (tzn. WBCP : RBC : PLT = 0,66 : 4,98 : 14). Vysledky téchto zkousek jsou
uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6

Vliv apravy pH na funkci zkuSebnich reagengnich latek Hb pti pouziti hematologického méfFiciho
pristroje TECHNICON H*
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Reagencni pH BCvzorku  HB, g/dL. SD %CV Splnil/Nesp

latka Inil
1 11,42 vysoky 18,3 0,10 0,50 S
11,66 vysoky 18,5 0,38* 2,00 N

1 11,66 nizky 14,1 0,11 0,80 S

2 11,60 vysoky 18,3 0,27* 1,50 N
11,17 vysoky 18,2 0,11 0,60 S

3 11,56 vysoky 18,8 0,44* 2,30 N
11,29 vysoky 18,3 0,10 0,60 S

2% 10,80 vysoky 18,3 0,07 0,40 S
11,66 vysoky 18,9 0,68* 3,60 N

Specifikace 11,2 - 11,6

*:  specifikace nesplnéna

SD Spec. SD vzorku CH-SQUARE
vysoky BC=WBCP : RBC: PLT=19,76: 6,37: 704 0,148 > 0,203
nizky BC= WBCP : RBC : PLT=0,66:4,98 : 14 0,124 > 0,170

**: V tomto pfipadé bylo pH reagen¢ni litky 2 (pH 10,8) sniZeno na 10,8 z reagendni latky
s vy$8im pH (tzn. 11,66) pfidanim 5 mM EDTA (tzn. Na;EDTA). U reagenéni latky 2 (pH 11,66)
bylo pH vraceno zpét na 11,6 po pfidani 5 mM EDTA.

Vysledky z téchto studii ukazuji, ze pH bylo vyznamnym faktorem u reagen&nich latek s pH 11,6
a vys8im, pouzitych v automatické metod& stanoveni Hb. Na rozdil od toho reagenéni latky Hb
s pH od asi 10,8 do 11,4 prosly zkouskou dobie. Doporudeny rozsah pH smési a metoda podle
tohoto vynalezu, tzn. asi 10,4 aZ 11,2 nebo méng, 1épe asi 10,8 az asi 11,2 nebo méng, byl zvolen
tak, Ze mezi horni hranici nové specifikace a pH, pfi kterém dochézi k selhani metody (tzn. pH
vyS8i nebo rovné 11,6) efektivné vznika ,,bezpedna“ zona (tzn. pH 11,3 az 11,5). Vytvoreni této
bezpecné zény bere v Givahu malou chybu pfi analyze pH.

Jak je vidét z vysledkii v tabulce 6, hodnoty SD zkuSebnich reagenénich latek Hb s piijatelnou
nepiesnosti se zlepsily z 0,27 a 0,44 na 0,11 a 0,10 po sniZeni pH reagenéni latky az na pH
reagenéni latky podle tohoto vynalezu. Naproti tomu u reagenéni latky s pH 11,66 se hodnota SD
zhorsila, tzn. z 0,10 na 0,38 po zvySeni pH reagenéni latky. CHI-SQUARE byla spIn&na ve viech
pfipadech, kdy pH reagencni latky bylo => 11,6 a vzorek obsahoval vysokou koncentraci BC
(bilych krvinek a desticek).

Priklad 6
Variace pH a ptesnost metody Hb

Byly provedeny dal3i experimenty pro zjidténi vlivi na nepfesnost dat, ziskanych po zméné pH
reagenéni latky H a metody. Byla pfipravena fada reagenénich latek Hb, kde pH bylo nastaveno
pomoci 6H HCI ve stupnich po 0,2 pH tak, aby vznikla fada reagens s hodnotami pH 11,6, 11,4,
11,2, 11,0, 10,8, 10,6 a 10,4. Neptesnost byla vyhodnocena v rozsahu pH 10,4 az 11,6 aby se
zjistilo, zda v tomto intervalu existuje minimalni nepfesnost. Viechny reagenéni latky v fads byly
zkouSeny na vzorku s vysokym BC, tzn. WBCP RBC : PLT = 26,75 : 5,70 : 775. Reagenini latka
s pH 11,6 byla zkouSena také se vzorkem s nizkym BC jako kontrolni. Zda dana reagenéni latka
dala vysledky s pfijatelnou nepiesnosti (splnil) nebo neptijatelnou nepiesnosti (splnil) nebo
nepfijatelnou nepiesnosti (nesplnil) bylo vyhodnoceno za pouziti statistiky CHI-SQUARE ve
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spojent s aktudlnimi specifikacemi. Ve viech provedenych zkouskach bylo jako kritérium splnil /
nesplnil pouzita SD.

Data ztéchto zkousek jsou uvedena v tabulce 7. Tato data ukazuji, 7e reagenéni latky Hb,
piipravené podle tohoto vyndlezu a majici pH v rozmezi asi 10,4 aZ 11,4, mély piijatelnou
nepfesnost v dané metodé, i u krevniho vzorku s vysokym BC. Dalsi zkousky ukazaly, 7e pH
reagendni latky v rozmezi asi 10,00 az 10,4 také dava pfijatelnou nepiesnost v dané metodé Hb.
Na rozdil od toho vykézala nepfijatelnou nepfesnost reagenéni latka s pH 11,6 na vzorku
s vysokym BC. Velikost vzorku deset byla pfili§ mala, aby dovolila statisticky platné rozliseni
mezi hodnotami SD v rozsahu pH 10,4 a2 11,4 z hlediska zji$t&ni moZného minima SC. Vizualni
kontrola vyslednych hodnot SD vsak ukazuje, Ze minimum nepfesnosti je kolem pH 11,0. To
dokladaji také data z Baso DC, ktera vykazuji minimalni platny po&et bungk pii pH 11,0.

V tabulce 7 predstavuji vzorky ,,N control“ a ,,H control* normalni kontrolni a vysoky kontrolni
materidl. IN — date Test Point Hematology Control Material byl ziskan od Bayer Corporation,
Business Group Diagnostics, Tarrytown, NY. Cisla jsou 3titkové rozsahy, odekavané u téchto
parametrdq.

Tyto vysledky ukazuji, Ze pfijatelna nepfesnost byla ziskana u reageneni smési Hb (tabulka 4)
vrozmezi pH asi 10,4 az 11,2. Nepfijatelna nepfesnost byla ziskana s pH 11.6. VSechny tyto
zkousky byly provedeny s manipulovanym krevnim vzorkem, ktery obsahoval 26,76 x 10° bilych
krvinek/pl. Na zakladé analyz Hb a Baso DC byla nalezena minimalni nepfesnost méteni Hb
u reagenéni latky Hb s pH asi 11,0 (v $ir§im pasmu od asi 10,0 do asi 11,2 nebo méng).

WBCP : RBC: PLT = 0,6 : 4,98 : 14). Vysledky téchto zkousek jsou uvedeny v tabulce 6).

Tabulka 7
Vliv zmény pH z 11,6 na 10,4 na nepfesnost zkusebnich reagenénich latek Hb Baso DC
Reagen. pH Vzorek  Hb, g/dl SD %CV  Splnil/  Platny pocet
latka Nesplnil
zkuSebni
reagens | 11,40 celd krev 14,2 0,7 0,50 S
N control 13,5 0,06 0,40 S
N control 18,5 0,06 0,30 S
zkusebni
reagens 2 11,60 HI buffy 15,5 0,46* 2,90 N 1250 +/-1520
11,60 LO buffy 14,1 0,11 0,80 S 25+/-3
11,40 HI bufty 15,0 0,09 0,60 S 92 +/-122
11,20 HI buffy 15,0 0,09 0,60 S 29 +/-7
11,00 HI buffy 15,0 0,05 0,30 S 23 +/-15
10,80 HI buffy 15,0 0,07 0,50 S 55 +/-38
10,60 HI buffy 15,1 0,11 0,70 S 77 +/-10
11,40 HI bufty 15,0 0,09 0,60 S 129 +/-50
primérna hodnota +0,12 +0,8

Specifikace; *: specifikace prekrodena; viechny N = 10
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WBCP RBC PLT Hb
N control 7,42 +/- 0,85 4,48 +/-0,2 212 +/-30 13,2 +/-0,5
H control 18,43 +/-2,5 5,53 +/-0,3 450 +/-60 17,9 +/-0,7
SD CHI-SQUARE

SD
Uplna krev 10,90 5,36 327 14,2 0,124> 0,17
HI bufty c. 26,76 5,70 775 15,5 0,124>0,17
LO buffy 0,80 5,35 19 14,1  0,124> 0,17

Obsah viech patentii, patentovych pfihladek, publikovanych &lanki, knih, odkazd, prirudek a
abstraktd zde citovanych se timto zahrnuje odkazem v jejich celém znéni do podrobngjsiho
popisu stavu techniky, kterého se vynalez tyka.

ProtoZe je mozné provést zmény ve vySe uvedeném tématu bez prekrodeni rozsahu a myslenky
a ducha tohoto vynélezu, je zamérem, aby veikera latka, obsazena ve vyse uvedeném popisu
nebo definovana v pfipojenych narocich, byla interpretovana jako popisna a ilustrativni, a nikoliv
ve vymezujicim smyslu. Mnoho Gprav a zmén predlozeného vynélezu je moznych ve svétle vyse
uvedenych u¢ebnich materialii. Proto je tieba chépat, Ze v rozsahu ptipojenych naroki lze tento
vynalez praktikovat i jinak, neZ specificky uvedeno.

PATENTOVE NAROKY

1. Reagenini smés pro stanoveni hemoglobinu v krevnim vzorku, vyznaéujici se
tim, Ze obsahuje vodnou pi¥imés nejméné jednoho povrchové aktivniho &inidla v mnoZstvi,
které je G¢inné pro hemolyzu bungk &ervenych krvinek ve zmin&ném vzorku a vznikl micel,
rozpustnou anorganickou kyanidovou siil v mnoZstvi, které je u&inné pro vazani se na hemové
molekuly, pochézejici ze zminéné hemolyzy krevnich bungk, a pufr pH, schopny zachovat pH
zminéné smé&si na hodnoté 10,0 az 11,2 kde zmin€na reagendni smés v pfimési se zminénym
krevnim vzorkem nevyvolava interferenci zpiisobenou buiikami bilych krvinek v automatickych
zpusobech stanoveni hemoglobinu.

2. Smés podle niroku 1, vyzmadujici se tim, e pH reagenini smési je od
10,4 do 11,2.

3. Sméspodle ndroku l,vyznadujici se tim, Ze pH reagen¢ni smésije 10,8 a2 11,1.
4. Sméspodle naroku l,vyznadujici se tim, e pH reagenéni smésije 11,0.

5. Smés podle néroku 1, vyznaéujici se tim, Ze povrchové aktivni &inidlo je
obojetné povrchové aktivni ¢inidlo, zvolené ze souboru sestavajiciho z Cg az Cyg alkylbetaint,
alkylsulfobetainii, alkylamidobutaini a alkylamidosulfobetaini.

6. Smés podle naroku 5, vyznacdujici se tim, Ze obojetné povrchové aktivni &inidlo
Jje zvoleno ze souboru sestévajiciho z

n—alkyldimethylaminiomethankarboxylatu (DAMC),
n—alkyldimethylaminioethankarboxylatu (DAEC),
n-alkyldimethylaminiopropankarboxylatu (DAPC),
n—alkyldimethylaminiomethansulfonatu (DAMS),
n-alkyldimethylaminioethansulfonatu (DAES),
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n—-alkyldimethylaminioprepansulfonatu (DAPS),
n—tetradecyldimethylaminiopropansulfonatu (TDABS),
n—tetradecyldimethylaminiopropansulfonatu (DDAPS),
n-hexadexyldimethylaminiopropansulfonatu,
n—-alkyldimethylamoniobutansulfonatu (DABS),
n-alkylamidomethandimethylamoniomethankarboxylatu,
n—-alkylamidomethandimethylamonioethankarboxylatu,
kokoamidopropylbetainu (CAPB),
kokoamidosulfobetainu (CASB),
laurylamidopropylbetainu (LAB),
n—alkylamidomethandimethylamoniomethansulfonétu,
n—-alkylamidoethandimethylamonioethansulfonatu a
n—-alkylamidopropandimethylamoniopropansulfonatu.

7. Smés podle niroku 1, vyznacujici se tim, Ze obojetné povrchové aktivni &inidlo
je zvoleno ze souboru sestavajiciho z

N,N-dimethyllaurylamin—-N—-oxidu (DMLAO),

N,N—dimethylmyristylamin—-N—oxidu,

N,N—-dimethylcetylamin—N-oxidu,

N,N-dimethylstearylamin—N-oxidu,
3~{(3—cholamidopropyl)dimethylamonio]—1—propansulfonatu (CHAPS) a
3-[(3—cholamidopropyl)dimethylamonio]-2-hydroxy—1—propansulfonitu (CHAPSO).

8. Smés podle ndroku l,vyznaéujici se tim, Ze povrchové aktivni &inidlo je zvoleno
ze souboru sestavajiciho z alkyltrimethylamoniumhydroxidi s dlouhymi fetézcem, kationtovych
kvartérnich amoniovych halogenidi a soli Cy, az Cs alkylsulfonat s alkalickymi kovy.

9. Sméspodle ndroku 1,vyznaéujici se tim, Ze povrchové aktivni &inidlo je pfitom-
no v koncentraci 10 az 40 grama na litr.

10. Smés podle naroku 1, vyznacéujici se tim, Ze pufr pH je zvolen ze souboru
sestavajiciho z kyseliny 3—(cyklohexylamino)-1—propansulfonové (CAPS), tetraboratu sodného,
uhli¢itanu draselného, uhli¢itanu vapenatého a uhli¢itanu sodného.

11. Smés podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze pufr pH je ve smési pfitomen
v koncentraci 0,05 az 0,15 M.

12. Smés podie naroku 1, vyznacujici se tim, Ze obsahuje dale zasadu, kterou je
hydroxid alkalického kovu nebo tetraalkylamoniumhydroxid, kde alkylova skupina obsahuje 1 aZ
4 atomy uhliku.

13. Smés podle naroku 1,vyznacujici se tim, Ze anorganickd kyanidova sil je zvole-
na ze souboru sestavajiciho z kyanidu hore¢natého, kyanidu sodného, kyanidu lithného a kyanidu
amonného.

14. Smés podle naroku 12, vyznacujici se tim, Ze zisada je pfitomna v koncentraci
0,05 az 0,5 mol na litr a kyanidova sil je pfitomna v koncentraci 0,5 aZ 5 grami na litr.

15. Reagencni smés pro stanoveni hemoglobinu v krevnim vzorku podle naroku 1,
vyznacujici se tim, Ze obsahuje vodnou pfimés nejméné jednoho obojetného povrcho-
vé aktivniho ¢inidla v mnoZstvi, které je u&inné pro hemolyzu krevniho &inidla v mnoZstvi, které
je uginné pro hemolyzu krevnich bungk ve zmin&ném vzorku a vzniku micel, rozpustnou anorga-
nickou kyanidovou sil v mnozstvi, které je GCinné pro véazani se na hemové molekuly,
pochazejici ze zminéné hemolyzy krevnich bunék, alkalickou z4sadu a pufr pH, schopné zacho-
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vat pH této reagenéni smés v pfimési se zminénym krevnim vzorkem nevyvolava interferenci
zpisobenou buiikami bilych krvinek v automatickych metodéch stanoveni hemoglobinu.

16. Zpisob stanoveni hemoglobinu ve vzorku celé krve, zahrnujici smisenf alikvotniho mnoZst-
vi zminéného krevniho vzorku s reagenéni smési na reakéni smés a analyzovéni této reakéni
smési na automatickém hematologickém analyza&nim pfistroji za i&elem stanoveni hemoglobinu,
vyznaéujici se tim, Ze se jako reagendni smés pouZije reagenéni smés podle naroku 1.

17. Zpisob podle néroku 16, vyzna&ujici se tim, Ze pH reagenni smés je
10,4 az 11,2.

18. Zpisob podle naroku 16, vyznacdujici se tim, Ze pH reagenéni smési je
10,8 a2 11,2.

19. Zplsob podle niroku 16, vyznadujici se tim, Ze povrchové aktivnim &inidlem v
reagen¢ni smési je obojetné povrchové aktivni ¢inidlo, zvolené ze souboru sestavajiciho z Cg az
Cis alkylbetaini, alkylsulfobetainii, alkylamidobetaint, alkylamidosulfobetaini nebo jejich
kombinace.

20. Zpisob podle naroku 19, vyznadujici se tim, Ze obojetné povrchové aktivni
¢inidlo se voli ze souboru sestavajiciho z

n—-alkyldimethylaminiomethankarboxylatu (DAMC),
n-alkyldimethylaminioethankarboxylatu (DAEC),
n—-alkyldimethylaminiopropankarboxylatu (DAPC),
n-alkyldimethylaminiomethansulfonitu (DAMS),
n—alkyldimethylaminioethansulfonatu (DAES),
n—alkyldimethylaminioprepansulfonatu (DAPS),
n—tetradecyldimethylaminiopropansulfonatu (TDABS),
n—tetradecyldimethylaminiopropansulfonatu (DDAPS),
n-hexadexyldimethylaminiopropansulfonatu,
n-alkyldimethylamoniobutansulfonatu (DABS),
n—-alkylamidomethandimethylamoniomethankarboxylatu,
n—-alkylamidomethandimethylamonioethankarboxylatu,
kokoamidopropylbetainu (CAPB),
kokoamidosulfobetainu (CASB),
laurylamidopropylbetainu (LAB),
n—alkylamidomethandimethylamoniomethansulfonatu,
n—alkylamidoethandimethylamonioethansulfonatu a
n—alkylamidopropandimethylamoniopropansulfonatu.

21. Zpisob podle naroku 16, vyznacujici se tim, Ze povrchové aktivni &inidlo v
reagencni smési se voli ze souboru sestavajiciho z

N,N-dimethyllaurylamin—-N-oxidu (DMLAO),

N,N—dimethylmyristylamin—N—-oxidu,

N,N—dimethylcetylamin-N-oxidu,

N,N—dimethylstearylamin—N-oxidu,
3—{(3—cholamidopropyl)dimethylamonio]~1-propansulfonitu (CHAPS) a
3~[(3—cholamidopropyl)dimethylamonio]-2-hydroxy—1-propansulfonatu (CHAPSO).

22. Zpusob podle naroku 16, vyznadujici se tim, Ze povrchové aktivni &inidlo v
reagenéni smési se voli ze souboru sestavajiciho z alkyltrimethylamoniumhydroxidi s dlouhym
fetézcem, kationtovych kvartérnich amoniovych halogenidii a soli Cy, az C4 alkylsulfati a alka-
lickymi kovy.
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23. Zpusob podle naroku 16, vyznadujici se tim, Ze povrchové aktivni &inidlo v rea-
gencni smési je piitomno v koncentraci 10 az 40 gramd na litr.

24. Zpisob podle naroku 16, vyznaéujici se tim, Ze pufr pH v reagendni smési se
voli ze souboru sestavajiciho z kyseliny 3—(cyklohexylamino)-1—propansulfonové (CAPS), tetra-
boratu sodného, uhli¢itanu draselného, uhli¢itanu vapenatého a uhligitanu sodného.

25. Zpisob podle narokul6, vyznadujici se tim, Ze pufr pH je vreagentni smési
pritomen v koncentraci 0,05 az 0,15 M.

26. Zpusob podle naroku 16, vyznacujici se tim, Ze reagencni smés dale obsahuje
zasadu, kterou je hydroxid alkalického kovu nebo tetraalkylamoniumhydroxid, kde alkylova
skupina obsahuje od 1 do 4 atomi uhliku.

27. Zpisob podle niroku 16, vyznadujici se tim, Ze anorganicka kyanidova sil
vreagenni smési se voli ze souboru sestavajiciho z kyanidu hore¢natého, kyanidu sodného,
kyanidu lithného a kyanidu amonného.

Konec dokumentu
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