Katedra laboratornich metod Bakalarské studium — Zdravotni laborant

LF MU Klinicka biochemie cvi¢eni — Z semestr
Praktické cviceni ¢. datum jméno
Téma praktika:

Srovnani dvou metod ke stanoveni hor¢iku

Okruhy k nastudovani a dotazy:
1. Jak se nazyva proces pii zavedeni nové metody, kterym ovéfujeme dulezité analytické
parametry?
2. Jak se nazyva proces pii ovéreni metody komercniho dodavatele, kterym ovéfujeme
dilezité analytické parametry? Z jakych diivodu jej provadime?
3. Co je to F-test a co T-test?

Teorie:

Stejné jako v kazdém jiném oboru, i laboratornich metodach dochazi k vyvoji. Staré metody
jsou nahrazovany novéjsimi, u kterych je potieba zjistit, zda jsou lepsi, nebo alespon stejné
dobré jako ty predchozi.

V tomto cvi€eni si vyzkous$ite manudlné méfit sérovy hoicik deseti vzorkl na
spektrofotometru metodou vyuzivajici xylidylovou modi. Nésledn¢ zméftite sérovy hoicik
téchto vzorkil na automatickém analyzatoru metodou vyuzivajici chromogen
chlorphosphonazo III.

Vysledky obou méfeni pak porovnate bézné uzivanymi statistickymi testy a vyhodnotite oba
zpusoby méteni (v praxi je potieba porovnat alespon 20 vzorki pro snizeni vlivu ndhodné

chyby)

Pristroje a pomuicky:

Manualni fotometr

Automaticky biochemicky analyzator
Statisticky program MedCalc

v wr

Soupravy na stanoveni hor¢iku na pristroj Cobas 8000 a Cobas 6000 od firmy Roche.
Ukoly:

1) Provést manualni stanoveni hor¢iku s xylidylovou mod¥i dle nasledujiciho
navodu:

Stanoveni hoi¢iku v krevnim séru.

PRINCIP METODY

Koncentrace hoiciku v séru se stanovuje fotometricky reakci s xylidylovou modii. Vznika
purpurova diazoniova stl; méfi se pfi 505 a 600 nm na analyzétoru (pii manualnim méfeni pti
600 nm).

Reakce se provadi v alkalickém prostiedi, vapenaté ionty jsou maskovany s EGTA.
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PRIPRAVA CINIDLA:
Kazeta se pouziva se piimo.

POSTUP ANALYZY
vzorek standard kontrol. vzorek  blank
(ul) (ul) (ul) (ul)
Sérum 30 — — -
Standard — 30 -
Kontrola - - 30 -
Blank - - - 30
Cinidlo1 1000 1000 1000 1000
Cinidlo 2 1000 1000 1000 1000

Po pfidani ¢inidla 1 promichame a za 5 minut pfidame ¢inidlo 2. Po dalSich 5 minutach
zméiime absorbanci testu proti blanku vzorku pii 600 nm.

REFERENCNI INTERVAL
fS HORCIK 0,70 — 1,07 mmol/l

Poznamka: Hlavni vinova délka pouzivana na analyzatoru je 600 nm. Neptedstavuje ale
maximum vzniklého komplexu. Absorbance blanku (modry roztok) je vyssi nez absorbance
vzniklého komplexu ¢inidla s Mg?* (fialovy roztok). Absorbance komplexu pti 600 nm klesa
s rostouci koncentraci hofecnatych iontl. Pii vypoctu koncentrace odec¢teme absorbanci
blanku od absorbance komplexu a ziskame zaporné ¢islo. Daéle jiZ pracujeme s absolutni
hodnotou absorbance a vzorcem :

a) Na zaklad¢ zméfené absorbance a znamé koncentrace standardu vypoctéte

faktor k vypoctu koncentrace neznamych vzorki:

b) Me¢feni oveite na zndmé koncentraci kontrolniho vzorku

c) Vypoctéte koncentraci 20 neznamych vzorkt a uved'te ji do tabulky:
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Cislo A Konc. Cislo A Konc.
vzorku (mmol/1) vzorku (mmol/1)

1 11
2 12
3 13
4 14
5 15
6 16
7 17
8 18
9 19
10 20

2) Provést stanoveni horc¢iku s Chlorphfosphonazo I1I ve stejnych vzorcich na
pristroji Cobas 6000 a koncentraci zapsat do tabulky:

PRINCIP:

Kolorimetrickd metoda s Chlorphfosphonazo III.

Chlorophosphonazo III (CPZ III) se vaZe na hoi¢ik a zplisobuje tak
narust absorbance. EGTA ( ethylen bis(oxyethylennitrilo)tetra-octova
kyselina) inhibuje vazbu vapniku na CPZ IIL

pH 7,5

Mg?* + CPZ 111 Mg-CPZ III komplex

Nespecifické interference absorbance jsou redukovany piitomnosti EDTA
(ethylenediaminetetraoctova kyselina), kterd uvolituje hoic¢ik z vazby
na CPZ III pro piesné méfeni blanku vzorku.

pH 7,5

Mg-CPZ III komplex + EDTA Mg-EDTA + CPZ 111

Rozdil v absorbanci mezi Mg-CPZ III komplexu a komplexu po G¢inku
EDTA je absorbanci zpisobenou vazbou hot¢iku.

REAGENCIE - pracovni roztoky

R1 TESa: 145 mmol/L, pH 7,5; Chlorophosphonazo III: 0,2 mmol/L;
EGTA: 10 mmol/L; nereaktivni detergent, konzervans

R2 TES: 100 mmol/L, pH 7,5; EDTA: 16 mmol/L; nereaktivni detergent;
konzervans

a) N-tris(hydroxymetyl)-metyl-2-aminoetansulfonova kyselina

PRIPRAVA CINIDLA:
Kazeta se pouziva se piimo.
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Cislo vzorku | Konc. (mmol/l) Cislo vzorku Kone. (mmol/l)
1 11
2 12
3 13
4 14
5 15
6 16
7 17
8 18
9 19
10 20

3) Pomoci programu MedCalc provést statistické srovnani obou metod — korelace,
linearni regrese, Passing-Bablock, rozdélovaci graf.

4) Seznamit se s materialy a formulari oddéleni k zavadéni nové metody.




