Katedra laboratornich metod Bakalarské studium — Zdravotni laborant

LF MU Instrumentalni technika
Praktické cviceni ¢.9 datum jméno
Téma praktika:

Seznameni se systémem TOXI LAB pracujicim na principu TLC
Sezndmeni s toxikologickym screeningen s vyuzitim kazet
Seznameni s pfistrojem VIVA — E (Siemens) a stanovenim drog na ptistroji Cobas 6000

Pristroje a pomdicky:

TOXI LAB:

Extrakéni zkumavky- TOXI-TUBES A ( dodévano firmou ANSYS )

Centrifuga - typ T62.2

Koncentra¢ni kalisky- Disposable Concentration Cups (kat.¢. 152)

OMEGA -12 Extraction Solvent Concentrator and Screen —pouziva se pro zakoncentrovani vzorki
(kat.¢.153)

Elektricky ohtiva¢ (kat.c. 118)

Chromatogram — TOXI*GRAM 106A ( kat.¢. 106A)

Vzorkové disky — TOXI*DISCS Blank A (kat.¢.186)

Vyvijeci chromatografickd komora s uzavérem - Chromatography Jar with Cap (kat.c. 113A)
Reagencni komora s uzavérem — TOXI *DIP A-2 Reagent Jar with Cap (kat.C. 114A-2)
Reagencni komora s uzdvérem — TOXI *DIP H, O Reagent Jar with Cap (kat.¢. 114A-H,0)
Jehla pro manipulaci se vzorkovymi disky

Ukoly:

1) Seznameni se systémem TOXI LAB a priikaz Prothazinu timto systémem

TOXI*LAB je systém zalozeny na principu chromatografického déleni na tenké vrstvé (TLC) urceny
pro detekei a identifikaci 1é¢iv v moci. Chromatografické déleni probiha na zékladé kombinace
rozdélovaci (dle rozpustnosti) a absorpcni chromatografie (dle afinity k nosic¢i). Souprava je urc¢ena
pouze pro kvalitativni prikaz 1é¢iv v moci.

Pracovni postup zahrnuje extrakci , zakoncentrovani, eluci, vlastni chromatografii a detekci. Vzorek
moci je extrahovan do rozpoustédla pomoci extrakéni zkumavky. Extrakt je naaplikovan a
zakoncentrovan ve specialni kovové koncentracni misce na maly disk. VysuSeny disk

s naaplikovanym extraktem je vlozen do chromatogramu a chromatogram vyvijen v malém mnozstvi
organického rozpoustédla. K eluci analytu ze vzorkového disku na chromatogram dojde béhem
migrace vyvijeciho ¢inidla. Jakmile vyvijeci ¢inidlo dosahne nejvyssi pozice (9,5 cm) chromatogram
se vysusi pti 100 °C ( £20°C) asi 30-60 s. Po ponoteni chromatogramu do koncentrovaného
detek¢niho ¢inidla se ihned objevi barevna reakce v misté standartu a vzorku, poté se ponofi do vody,
mize se prohlédnout v UV svétle a event. postiikat Dragendorffovym ¢inidlem. Vyhodnoceni se
provadi pomoci DRUG COMPENDIA.

Reagencie:
Extrakéni Cinidlo — octan etylnaty

Elu¢ni ¢inidlo- ethylacetat a koncentrovany amoniak- ptiprava: smichat 3 ml (A Developing
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Solution— ethylacetat) + 20 ul konc. amoniaku, nalit pfed stanovnim do vyvijeci chromatografické
komory s uzavérem ( Chromatography Jar)

Pracovni postup:

1. Extrakce vzorku do rozpoustédla pomoci extrakénich zkumavek TOXI*TUBES
- do zkumavky TOXI*TUBES napipetovat 5 ml vzorku moce

- michat pfevracenim zkumavky 2-5 minut

- centrifugovat pfi 2 500 ot/min po dobu 5 minut

2. Vysuseni vzorku

- popsat konc. kaliSek jménem pacienta

- do koncentracnich kaliskt vlozit vzorkové disky -TOXIDISCS Blank A

- napipetovat ziskany Cisty extrakt do ozna¢eného kalisku

- paralelné do dal$iho kalisku napipetovat standart 1¢ku

- kalisky vlozit do OMEGA -12 Extraction Solvent Concentrator , ptikryt miizkou a umistit na
elektricky
ohfivac a nechat vysusit

3. Naneseni vzorku na chromatogram TOXI*GRAM

- pomoci jehly nanést vzorkovy disk na ur¢ené misto na chromatogram A s ptedpipetovanymi
standardy

- po naneseni vzorkového disku polozit na elektrickou plotnu, mimo startovaci misto ( asi 2 min.)

4. Chromatografie

- pfipravit Cerstvé elucni ¢inidlo do vyvijeci chromatografické komory ( Chromatography Jar)
- vlozit chromatogram do vyvijeci chromatografické komory

- skvrny nechat dojit do konce chromatogramu ( asi 9,5 cm )

- vyjmout, polozit na elektrickou plotnu mimo startovaci misto a nechat vysusit ( asi 1 min.)

5. Detekce

- nalit formaldehyd na dno nadoby A-1 tak, aby nedosahoval po ¢ervené dno

- chromatogram vlozit do nddoby A-1 s formaldehydem pftiblizné na 2 min.

- vyjmout, polozit na elektrickou plotnu mimo startovaci misto a nechat vysusit

- vlozit do reagen¢ni komory (TOXI*DIP A-2 Reagent Jar) s koncentrovanou kys. sirovou, po
chvilce vyjmout a drZet nad parami vyvijeciho ¢inidla az do objeveni se Zluté skvrny meperidinu —
dréha 1 uprostied vyvijeci drahy.

- vyjmout a vlozit do reagen¢ni komory (TOXI *DIP H, O Reagent Jar) s deionizovanou vodou

- vyjmout, polozit na sklo a vyhodnotit

Zavér:

2) Seznamte se s kazetami na toxikologicky screening od firmy ALLDIAG
a) kazety na jednotlivé drogy
b) multidrogové kazety na deset drog
Vysledek — positivni, negativni nebo hrani¢ni.
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3) a) Kratké seznameni s piistrojem VIVA — E

Princip:
Jedna se o techniku Emit® II - homogenni enzymaticka imunoanalyticka technika slouzici k analyze
specifickych slozek v lidské moci.Test je zalozen na kompetici mezi latkou ve vzorku a latkou znacenou
enzymem glukoso-6-fosfat dehydrogenazou (G6PDH) o vazebnd mista na protilatce. Aktivita enzymu klesa pii
vazbé na protilatku, proto Ize koncentraci latky ve vzorku méfit podle zmény aktivity enzymu. Aktivni enzym
méni nikotinamidadenindinukleotid (NAD) na NADH, coz zplisobi zménu absorbance, ktera se méfti
spektrofotometricky. Endogenni sérova G6PDH neinterferuje, protoze koenzym NAD pisobi pouze s
bakterialnim enzymem (Leuconostoc mesenteroides) pouzitym v tomto testu.

Metoda je semikvantitativni — skupinovy test.

b) Stanoveni drog na pfistroji Cobas 6000

Stanoveni je zaloZeno na kinetické interakci mikrocastic v roztoku (KIMS), ktera je méfena jako zména
prichodu svétla. V pripadé absence latky ve vzorku se volné protilatky vazi na latku vazanou na mikro¢astici, a
vytvaii agregaty. Jak probihd agregace ve vzorku, ktery neobsahuje drogu, absorbance roste. Jestlize vzorek
moci obsahuje dotyénou latku, probiha kompetice s ¢asticemi s navazanym derivatem latky o volné protilatky.
Protilatka vazana na drogu ve vzorku neni jiz dostupné pro podporu agregace ¢astic a nasledny vznik struktury
¢astic je inhibovan. Piitomnost drogy ve vzorku umérné snizuje nartist absorbance viici koncentraci drogy ve
vzorku. Obsah drogy ve vzorku je uréen pomérem ke znamé hodnoté cut-off koncentrace drogy.

Metoda je semikvantitativni — skupinovy test.



